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SEZNAM KRATIC IN OKRAJŠAV 
 
AAG Alpha acid glycoprotein (alfa kisli protein) 
ACL Anterior cruciate ligament (sprednji križni ligament) 
ANOVA Analysis of variance (analiza variance) 
Angl. Angleško 
AS Aritmetična sredina, povprečje 
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IKDC International knee documentation committee (mednarodna skupina za točkovanje 
kolenskega sklepa) 
LA Lokalni anestetik 
Lat. Latinsko 
MEGX Monoetilglicineksilidid 
PAGCL Postarthroscopic glenohumeral chondrolysis (poartroskopska gleno-humeralna 
hondroliza) 
PGA Proteoglikanski agregat 
PRG4 Proteoglikan 4 (lubricin) 
SD Standardna deviacija (standardni odklon) 
SEm Standard error of mean (standardna napaka povprečja) 
ST Sinovialna tekočina 
TEP Totalna endoproteza 
TNF-α Tumor necrosis factor α (dejavnik tumorske nekroze α) 
(w/v) Weight/volume concentration (utežna koncentracija) 
XDB Extra dense bonding (vezava z visoko gostoto) 
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POVZETEK 
 
Uvod 
Znotraj-sklepne aplikacije lokalnih anestetikov so v medicini zelo pogoste in so veljale za 
varne, vse dokler se niso pojavili opisi okvare hrustanca, t.i. hondrolize, ki je bila 
najverjetneje povezana z njihovo uporabo. Izhajajoč iz opisanih primerov hondrolize, so bile 
opravljene številne in vitro raziskave, ki so potrdile, da že kratkotrajna izpostavljenost 
lokalnim anestetikom lahko povzroči moteno delovanje in smrt hondrocitov. Predvidevamo, 
da v okolju znotraj sklepa delujejo dejavniki, ki zmanjšujejo hondrotoksični učinek lokalnih 
anestetikov, saj je pojavnost hondrolize v klinični praksi zelo nizka. Z našo raziskavo, ki je 
potekala v štirih povezanih delih, smo poskušali te dejavnike ovrednotiti in tako potrditi, da 
klinična uporaba lokalnih anestetikov za enkratno aplikacijo pri artroskopiji kolena v lokalni 
anesteziji ali kot enkratna protibolečinska injekcija, nima škodljivega učinka na sklepni 
hrustanec v kolenu. 
Metode 
1) Analizirali smo podatke 49 pacientov, pridobljenih med postopki za zdravljenje 
hrustančnih lezij v kolenu z implantacijo gojenih avtolognih hondrocitov. Primerjali smo 
celično viabilnost, populacijsko podvojevanje ter morfologijo celic v biopsijah in primarnih 
kulturah med različnimi oblikami anestezije (splošna, spinalna, lokalna) pri artroskopskem 
odvzemu hrustančnih biopsij. 2) Določili smo znotraj-sklepno koncentracijo lokalnega 
anestetika pri 10 bolnikih. Med rutinsko artroskopijo kolena v lokalni anesteziji, pri kateri 
smo v sklepno votlino injicirali/infiltrirali 2% lidokain, smo odvzeli vzorce sinovialne tekočine. 
V vzorcih smo z metodo masne spektrometrije določili koncentracijo lidokaina, ki je prisotna 
v sklepu 10-15 minut po znotraj-sklepni aplikaciji. 3) Pri obdukcijah na sodni medicini smo iz 
zdravih kolen 10 mrtvih donorjev odvzeli 27 kostno-hrustančnih eksplantov. Eksplante smo 
inkubirali v različnih časovnih intervalih (30 min, 2 uri in 24 ur) s standardno 2% raztopino 
lidokaina, s koncentracijo lokalnega anestetika izmerjeno v drugem delu raziskave (0,04%) in 
v kontrolni skupini z medijem za gojenje celic. Določili smo razlike v viabilnosti hondrocitov 
med skupinami s celično analizo hrustančnega tkiva s konfokalnim laserskim mikroskopom. 
4) Določali smo vpliv lidokaina na degenerativno spremenjeni hrustanec. Pri 10 bolnikih 
predvidenih za vstavitev totalne endoproteze (TEP) kolena smo tik pred posegom v sklep 
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aplicirali lokalni anestetik, nato pa smo v degenerativno spremenjenem hrustancu na 
reseciranih površinah napravili analizo viabilnost hondrocitov s pomočjo konfokalnega 
laserskega mikroskopa ter meritve primerjali z viabilnostjo hondrocitov pri 9 bolnikih brez 
dodanega lokalnega anestetika. 
Rezultati 
1) Pri analizi celic v hrustančnih biopsijah nismo našli razlik med različnimi oblikami 
anestezije. Viabilnost celic v biopsijah in njihov potencial za rast in razmnoževanje nista bila 
pomembno zmanjšana po izpostavitvi lidokainu pri artroskopiji v lokalni anesteziji. 2) V 
kolenskem sklepu smo izmerili izrazito nižje koncentracije lidokaina (povprečno 225 mg/ml - 
0,02%), kot smo jo pričakovali glede na ocenjeno volumsko razporeditev. 3) Nizka izmerjena 
koncentracija lidokaina pri kratkotrajni izpostavljenosti ni vplivala na viabilnost celic v 
hrustančnih eksplantih zdravih kolen in vitro. 4) Izpostavljenost degenerativno 
spremenjenega hrustanca lokalnemu anestetiku in vivo ni pomembno znižala celične 
viabilnosti v primerjavi s kontrolno skupino brez anestetika. 
Zaključek 
Nobena od raziskav v sklopu doktorske naloge ni potrdila pomembnega škodljivega vpliva 
enkratne znotraj-sklepne aplikacije lidokaina ali škodljivosti kratkotrajne izpostavljenosti 
sklepnega hrustanca v kolenu lidokainu. Z rezultati smo pokazali, da v fiziološkem okolju 
kolenskega sklepa delujejo procesi, ki ščitijo sklepni hrustanec pred toksičnim učinkom 
lokalnih anestetikov. Ti procesi najverjetneje vključujejo pomembno znižanje sklepne 
koncentracije lokalnega anestetika hitro po njegovi aplikaciji in omejeno prehajanje 
anestetika skozi vrhnje plasti intaktnega sklepnega hrustanca.  
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ABSTRACT 
 
Introduction 
Intra-articular application of local anesthetics is a common procedure in clinical medicine. It 
was considered safe until the first reports of unusual acute postoperative degeneration and 
degradation of articular cartilage, so called chondrolysis, emerged in the literature. 
Chondrolysis was typically occurring after arthroscopic surgery followed by postoperative 
pain management with continuous infusion of local anesthetics. Based on those reports, 
many in vitro studies showed harmful effect of local anesthetics on the articular cartilage. 
Even short term exposure caused chondrocyte dysfunction and death. As there are no 
known reports on chondrolysis after knee arthroscopy in local anesthesia or after single 
intra-articular injection for pain management, we hypothesized that certain 
chondroprotective factors exist in the natural environment, that protect articular cartilage 
from toxic effect caused by local anesthetics. Presented thesis was designed as four 
interconnecting experiments combining in vivo clinical data and in vitro laboratory 
simulations with intention to show that clinical use of single application of local anesthetic 
for knee arthroscopy or single analgesic injection have no harmful effect on the articular 
cartilage of the knee. 
 
Methods 
1) Data of 49 patients that were treated for isolated cartilage lesions in the knee with 
autologous chondrocyte implantation were retrospectively analyzed. Bioptic samples of 
cartilage were harvested from their knees with arthroscopy under general, spinal, and local 
anesthesia. The three anesthesia groups were compared for cell viability, population 
doublings, and chondrocyte morphologic properties in biopsies and also in cell cultures. 2) 
Intra-articular concentration of lidocaine was determined in 10 patients during knee 
arthroscopy in local anesthesia. They received an intra-articular injection/infiltration of 2% 
lidocaine ten to fifteen minutes prior to the procedure. With the introduction of the 
arthroscope, joint liquid samples were aspirated and then analyzed for the concentration of 
lidocaine with mass spectrometry. 3) 27 osteochondral explants were harvested from the 
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healthy knees of 10 donors during forensic autopsies. The explants were incubated for 
different time intervals (30 min, 2h and 24h) in standard 2% concentration of lidocaine, in 
the concentration measured in the second subexperiment of the study (0.04%) and in the 
cell culture medium (control). The differences in viability of chondrocytes among groups 
were evaluated on confocal laser microscope. 4) The effect of lidocaine on degenerated 
cartilage was determined in osteoarthritic knees. 10 patients scheduled for total knee 
replacement received an intra-articular injection of 2% lidocaine 10 to 15 minutes prior to 
the procedure. During surgery, osteochondral explants were harvested and analyzed for the 
viability of chondrocytes under confocal laser microscope. The results were compared to 
control group of 9 patients without preoperative lidocaine injection. 
Results 
1) No differences in cell viability, growth potential, and morphology of cells in cartilage 
biopsies and chondrocyte cell cultures among different types of anesthesia were found. 2) 
The concentration of lidocaine in knee aspirates was significantly lower than the original 
concentration infiltrated in the knee (on average 225 mg/ml, 0,02%); it was also lower than 
we would expect solely on the basis of volume distribution. 3) In vitro short term exposure 
to the reduced concentration of lidocaine had no influence on chondrocyte viability in 
healthy cartilage explants. 4) Viability of chondrocytes in degenerated cartilage in the knees 
treated with preoperative 2% lidocaine injection was not significantly reduced in comparison 
to the control group.  
Conclusion 
None of the subexperiments of this study demonstrated a harmful effect of single intra-
articular knee administration of lidocaine or short term exposure to lidocaine on articular 
cartilage of the knee. According to our results there are intra-articular mechanisms present 
that diminish local anesthetic toxicity to the cartilage in the physiologic conditions. The most 
important factors appear to be a significant reduction of local anesthetic concentration 
shortly after its intra-articular application and limited penetration of local anesthetic through 
the intact superficial cartilage layers.  
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1 UVOD 
 
Uporaba lokalnih anestetikov (LA) v velikih sklepih je v moderni medicini zelo pogosta. 
Uporablja se pri injekcijskih protibolečinskih terapijah, za anestezijo pri manjših sklepnih 
posegih ter pri pooperacijski protibolečinski terapiji. V klinični praksi jih pogosto 
kombiniramo s kortikosteroidi, nesteroidnimi antirevmatiki in morfinskimi preparati. 
Uporaba različnih oblik LA v sklepih je veljala za varno, vse dokler se niso pojavili primeri 
pooperacijske hondrolize, patološke degradacije in dezintegracije sklepnega hrustanca na 
ramenskem sklepu po artroskopskih posegih: angl. post-arthroscopic gleno-humeral 
chondrolysis PAGCL (Anakwenze in sod., 2010; Scheffel in sod., 2011; Provencher in sod., 
2011; Buchko in sod., 2015). Analize so pokazale, da je večino takšnih zapletov povzročila 
sočasna uporaba termične radiofrekvenčne ablacije pri artroskopskih operacijah in 
kontinuirane pooperacijske infuzije LA v sklep (Busfield in sod., 2009).  
Glede na opisane primere hondrolize, so bile izvedene številne in vitro raziskave, ki so 
potrdile potencialno škodljivi vpliv LA na človeški hrustanec. Že kratkotrajna izpostavljenost 
LA lahko povzroči smrt ali disfunkcijo hondrocitov. Toksični učinek je odvisen od 
koncentracije in časa delovanja;  LA, ki sta v uporabi dlje časa lidokain in bupivakain, sta se 
izkazala, kot bolj toksična v primerjavi z novejšimi, kot so ropivakain, mepivakain in kirokain 
(Bogatch in sod., 2010; Chu in sod., 2010; Farkas in sod., 2010; Piper in sod., 2011; Dragoo in 
sod., 2012). Novejše raziskave so pokazale tudi povezavo med uporabo LA in celično 
apoptozo fibroblastov v različnih tkivih mišičnoskeletnega sistema, kot so anulus fibrosus 
medvretenčnega diska ali tetive skeletnih mišic rotatorne manšete (Cai in sod., 2014; Honda 
in sod., 2016) in celo toksični vpliv na mezenhimske matične celice, ki sodelujejo  v 
reparativnih procesih po kirurških posegih ali po poškodbah navedenih tkiv (Rahnama in 
sod., 2013).   
Glavna pomanjkljivost in vitro raziskav je, da ne vključujejo morebitnih fizioloških zaščitnih 
dejavnikov, ki delujejo oziroma so verjetno prisotni v človeških sklepih in vivo. Kljub 
nekaterim opisom primerov, je namreč pojavnost okvare hrustanca pri vsakodnevnem 
kliničnem delu izrazito majhna v primerjavi z razsežnostjo njegove uporabe. 
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1.1 KOLENSKI SKLEP 
 
V kolenskem sklepu se stikata spodnji del stegnenice in zgornji del golenice ter v sprednjem 
delu sklepna površina pogačice in pripadajoči žleb na stegnenici. Koleno je največji sklep v 
človeškem telesu. Funkcionalno gre za dva različna sklepa. Prvi (femorotibialni) sklep je 
sestavljen iz dveh anatomsko ločenih delov, medialnega in lateralnega kompartmenta. To je 
nosilni sklep kolena in prenaša težo obremenitve zgornjega dela telesa proti gležnju in 
stopalu. Drugi (patelofemoralni) sklep je del ekstenzornega aparata kolena in skrbi za aktivno 
iztegovanje sklepa in/ali vztrajanje v iztegnjenem položaju pri aksialnih obremenitvah in hoji. 
Prvemu pripadajo tudi meniski in križna ligamenta, drugi del vključuje še štiriglavo stegensko 
mišico s svojo tetivo ter patelarni ligament z narastiščem na golenico.  
Koleno je biomehansko gledano modificiran šarnirski sklep, saj poleg fleksije in ekstenzije, 
dovoljuje tudi blago notranjo in zunanjo rotacijo. To je pogojeno tako z obliko sklepnih 
površin (nizka stopnja kongruence), kot z lastnostmi ligamentarnega aparata kolena. Sklep je 
namreč obdan z zapletenim ligamentarnim kompleksom, ki skrbi za stabilnost pri mehanskih 
obremenitvah.  
Sklepne površine pokriva gladki hialini hrustanec, celotni sklep pa dodatno ovija še sklepna 
ovojnica (kapsula).  Sklepna ovojnica je na notranji (sklepni) strani pokrita s sinovijo, ta izloča 
sinovialno tekočino, ki ščiti ter prehranjuje hrustančne sklepne površine, vezivne sklepne 
strukture in mišično tetivna tkiva, ki pripadajo sklepu. Sklepna ovojnica tvori obsklepne 
prostore – recesuse, ki ji dajejo volumen in ustrezno podajnost za prosto gibanje sklepa. 
Recesusi so izpolnjeni z manjšo količino sklepne tekočine.  
Ohranjanje normalne zgradbe in debeline hrustanca je pomembno predvsem na obremenilni 
površini patelofemoralnega sklepa, kondilov stegnenice in tibialnega platoja, na teh mestih 
najpogosteje najdemo posledice poškodb in degenerativnih (artrotičnih) okvar. 
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Slika 1. Osnovna anatomija kolena (prirejeno po Farr, 2005). 
 
1.1.1 Sklepni hrustanec 
 
Sklepni hrustanec je visoko specializirano tkivo, ki obdaja površine kosti, ki se stikajo v 
sklepu. Njegova glavna funkcija je zagotovitev gladke, spolzke površine, ki omogoča prenos 
sile preko sklepa s čim manjšim koeficientom trenja. Pri delovanju sklepa pod obremenitvijo 
nastajajo velike tlačne in strižne obremenitve. Sklepni hrustanec ima zgradbo in presnovo 
prilagojeno tem ekstremnim biomehaničnim razmeram. 
Sklepni hrustanec je avaskularno tkivo, v njem ni krvnih ali limfnih žil, niti živčnih končičev. 
To omejuje njegov potencial za preprečevanje tkivne poškodbe pri mehanskem ali 
biokemičnem stresu, saj poškodba hrustanca ne povzroča bolečine, dokler niso prizadete 
sosednje strukture, spodaj ležeča kost, sklepna ovojnica, meniski. Zaradi avaskularnosti je 
zelo omejena tudi lastna sposobnost hrustančnega tkiva za obnovo in popravo morebitne 
okvare.  
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1.1.2 Celična in biokemična sestava sklepnega hrustanca 
 
Sklepni hrustanec je hialini tip hrustanca, v zdravem kolenu je njegova debelina 2 do 4 mm. 
Sestavljen je iz razmeroma redko razporejenih celic – hondrocitov in čvrste medceličnine – 
matriksa.  
Hondrociti so specializirane celice, ki predstavljajo le 1 do 2 odstotka volumna hrustančnega 
tkiva in so edine celice v hrustancu. Nastanejo z diferenciacijo iz mezenhimskih matičnih 
celic. Prisotni so v različnih oblikah in velikostih, odvisno od mikroanatomske lege znotraj 
strukture hrustanca. Njihova koncentracija je višja v vrhnjih slojih, kjer so vretenaste oblike 
in so orientirani v smeri strižne mehanske obremenitve. V globljih slojih hrustanca so 
redkejši, večji in bolj sferične oblike, orientirani so v navpične stolpce, saj sile so v tem delu 
pretežno vertikalne - aksialne.  
Glavna funkcija hondrocitov je tvorba in vzdrževanje medceličnega matriksa v svoji okolici. 
Ta lastnost je različna glede na sloj, v katerem se hondrociti nahajajo. Na površini proizvajajo 
več kolagena in protein lubricin, ki je udeležen pri procesu mazanja sklepa, v globini 
proizvajajo večji delež agrekanskih molekul in nekolagenskih proteinov. Med njimi praviloma 
ni neposrednega medceličnega stika, obdani so s pericelularnim in teritorialnim matriksom, 
ki vsebuje kolagen tip 6, fibromodulin in matrilin. Pericelularni prostor (lakuna) ščiti celico 
pred mehanskimi in biokemičnimi nihanji, ki mu je izpostavljeno hrustančno tkivo pri 
obremenitvah. Takšna mikroanatomska struktura tkiva tudi preprečuje migracijo celic.  
Metabolizem je v normalnih razmerah usmerjen v sintezo proteoglikanov in nekolagenskih 
proteinov, ki so pomembni za mazanje sklepa. Novejše raziskave kažejo na občasno tvorbo 
medceličnih povezav tipa »gap junction«, ki imajo vlogo pri medcelični komunikaciji in 
izmenjavi hranil – glukoze in nekaterih aminokislin (Gago-Fuentes in sod., 2014). Hondrociti 
so sposobni tudi različnih reakcij pri stimulaciji z rastnimi dejavniki, piezoelektričnimi tokovi 
in spremembami hidrostatskega pritiska (Pascarelli in sod., 2015). Manj ugoden je skromen 
potencial za delitev in razmnoževanje, kar omejuje potencial za obnovo in popravo hrustanca 
pri poškodbi ali okvari. Preživetje hondrocitov je tako močno odvisno od optimalnega 
biokemičnega in mehanskega okolja.  
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Matriks je sestavljen pretežno iz vode, kolagena ter velikih proteoglikanskih agregatov. 
Vsebnost vode v sklepnem hrustancu je od 65 do 75 odstotkov teže (Sophia Fox AJ in sod., 
2009). Približno tretjina vode je vezana v kompleksno tridimenzionalno strukturo kolagena in 
proteoglikanov, manjši del je v intracelularnem prostoru hondrocitov. Preostanek vode je 
razporejen v matriksu z delovanjem osmotskega pritiska. V njej so raztopljeni anorganski ioni 
natrij, kalcij, klor in kalij. Prehod vode skozi hrustanec pospešujejo mehanske obremenitve 
sklepa. To zagotavlja transport hranil do hondrocitov in sodeluje pri mazanju (lubrikaciji) 
hrustančne površine.  
Kolagen sestavlja približno 10 odstotkov teže (60% suhe teže). Večinoma vsebuje mehansko 
odpornejši tip 2, ki tvori elastično fibrilarni del matriksa in v manjšem delu tip 9 in 11, ki 
povezujeta fibrilarne gradnike v tridimenzionalno strukturo (Blumbach in sod., 2009). 
Presnovni obrat kolagena je zelo počasen, razpolovni čas ocenjujejo na preko 100 let 
(Heinemeier in sod., 2016). 
Proteoglikani so druga najpogostejša skupina makromolekul, ki sestavljajo sklepni hrustanec. 
Najpogostejši je agrekan (angl. cartilage specific proteoglycan core protein - CSPCP), ki je 
sestavljen iz proteinskega jedra in več kot 100 glukozaminoglikanskih verig hondroitin sulfata 
in keratin sulfata. Agrekan ima sposobnost medsebojnih povezav s pomočjo hialuronske 
kisline (HA) in veznih proteinov v velike proteoglikanske agregate (PGA).  
V manjših količinah najdemo v matriksu tudi nekolagenske proteine in druge glikoproteine, 
npr. matrilin, perlekan, hrustančni oligometrični protein matriksa (COMP) (Sophia Fox AJ in 
sod., 2009).  
Takšna sestava zagotavlja zadrževanje visoke vsebnosti vode v matriksu, kar je pogoj za 
ohranjanje specifičnih mehanskih lastnosti. 
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Slika 2. Celična in biokemična sestava sklepnega hrustanca - shematsko (prirejeno po Di Bella in sod, 2015). 
 
1.1.3 Histološka zgradba sklepnega hrustanca 
 
Mikroskopska struktura hrustanca je enotna v celotnem sklepu in se deli na povrhnjo, 
prehodno in globoko cono ter cono kalciniranega hrustanca.  
Povrhnja cona je tanka, gladka in zelo odporna plast, ki predstavlja približno 10 odstotkov 
debeline sklepnega hrustanca. Na površini je acelularna mreža kolagenskih vlaken, ki so 
prepletena in urejena vzporedno s površino hrustanca – lat. lamina splendens. Pod njo je 
prisotna razmeroma visoka gostota celic (hondrocitov), njihova oblika je razpotegnjena in 
prav tako vzporedna s površino hrustanca. Povrhnja plast je v stiku z nasprotno sklepno 
površino in s sinovialno tekočino. Predstavlja zaščito sklepnega hrustanca pred mehanskimi 
in biokemičnimi vplivi, bariero za prehod velikih proteoglikanskih molekul, njena histološka 
in biokemična zgradba pogojuje visoko odpornost na natezne in strižne sile. Povrhnja plast je 
prizadeta prva pri nastanku osteoartroze. 
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Pod povrhnjo plastjo je debelejša prehodna cona. Ta prestavlja 40 do 60 odstotkov debeline 
sklepnega hrustanca, vsebuje večinoma proteoglikanske molekule in redkejša ter debelejša 
kolagenska vlakna tipa 2 ter malo sferičnih hondrocitov. Urejenost in prepletenost 
kolagenskih vlaken je diagonalna, kar pogojuje elastičnost in stisljivost. Prehodna plast ima 
povečano elastičnost in odpornost na kompresivne sile, kar ustvarja efekt blaženja sil, ki 
nastajajo pri obremenitvi sklepa. 
Globoka cona zavzema 30 odstotkov debeline sklepnega hrustanca. Ima največjo odpornost 
na kompresivne sile, kolagenska vlakna so urejena pravokotno na sklepno površino, 
hondrociti so urejeni v navpične stolpce med njimi. Vsebnost vode je tu najnižja. Globoka 
cona prenaša mehanske sile enakomerno na spodaj ležečo kost. 
Cona kalciniranega hrustanca je z valovito linijo (angl. tide mark) ločena od globoke cone. V 
tem sloju prehaja mehko hrustančno tkivo v trdo in čvrsto kostno tkivo subhondralne kosti. 
Kolagenska vlakna in stolpci hipertrofičnih hondrocitov so urejeni navpično, kot v globoki 
coni. Kolagen prehaja zvezno v spodaj ležečo kost, kar zagotavlja močno medsebojno 
povezavo sklepnega hrustanca in kosti. 
 
Slika 3. Histološka zgradba in struktura sklepnega hrustanca – shematsko (povzeto po Gross in sod., 
Musculoskeletal examination 3. izdaja, 2011). 
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1.1.4 Sinovija (sinovialna membrana) 
 
Sinovija (sinovialna membrana) je mehkotkivna struktura, ki obdaja notranjost sklepne 
votline. Sestavljena je iz vezivnega, maščobnega in areolarnega tkiva. Površina je gladka in 
neadherentna ter omogoča prosto drsenje po strukturah v sklepu. Ima ektodermalni izvor in 
nima bazalne membrane (Smith MD, 2011). 
Notranja - sklepna plast celic (lat. intima) je sestavljena iz modificiranih makrofagov in 
fibroblastov, sinoviocitov A in B. Sinoviociti A so podobni makrofagom in so specializirani za 
fagocitozo in odstranjevanje presnovnih snovi iz notranjosti sklepa. Sinoviociti B so podobni 
fibroblastom in izločajo velike količine hialuronske kisline v sklepni prostor. Intima je 
prehodna za vodo, majhne molekule in proteine, ne pa za hialuronsko kislino, tako le ta 
ostaja v sklepni votlini in zagotavlja visoko viskoznost sklepne tekočine. 
Pod intimo se nahaja plast ohlapnega vezivnega tkiva (lat. subintima), ki je prepleteno s 
tankim krvnim in limfatičnim ožiljem, prisotno je tudi avtonomno in vegetativno (simpatično) 
oživčenje.  
 
Slika 4. Histološka zgradba sinovialne ovojnice – shematsko (vir: splet - https://www.slideshare.net). 
 
Klemen Ravnihar, Vpliv lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec v kolenu. 
Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 2018 
21 
 
Normalna sinovija sintetizira majhne količine vnetnih mediatorjev (citokinov): interlevkina 1, 
interlevkina 6 in dejavnika tumorske nekroze α (TNF-α). V primeru vnetja se sinteza citokinov 
močno poveča, npr. pri revmatoidnem artritisu.  
Pri pregledu literature nismo našli podatkov o lokalni razgradnji kemičnih snovi in zdravil v 
sinovialnem tkivu, najverjetneje se ti hitro odstranjujejo preko subintimalnega žilnega 
sistema v sistemski krvni obtok in se metabolizirajo v jetrih ali izločijo preko ledvic. 
 
1.1.5 Sinovialna (sklepna) tekočina 
 
Sklepno špranjo in sklepne recesuse napolnjuje sinovialna tekočina (ST), ki je makroskopsko 
bistra, blago rumenkasta in viskozna tekočina. Znotraj sklepne votline ima takó mehansko, 
kot biokemično vlogo. V mehanskem smislu predstavlja medij, ki obdaja sklepne površine 
vseh kompartmentov, jih ščiti pred dehidracijo in mehansko poškodbo ter z mazanjem 
(lubrikacijo) zagotavlja medsebojno gibanje z zelo nizkim koeficientom trenja. ST je tudi 
medij za prenos hranilnih snovi in metabolitov med ožiljeno sinovijo in avaskularnim 
sklepnim hrustancem. ST se razlikuje od ostalih telesnih tekočin v tem, da sinovija in sklepni 
hrustanec nimata vrhnjega sloja celic, omejenega z bazalno membrano in je matriks obeh 
tkiv v direktni kontinuiteti s ST. V tem smislu lahko ST smatramo kot pol-tekoče, avaskularno, 
hipocelularno tkivo in ne, kot tekočino v ostalih telesnih votlinah, npr. perikardialni izliv 
(Hermansen in sod., 2017).  
ST je transudat plazme iz bogato ožiljene sinovialne ovojnice, obogaten z lipidnimi in 
polisaharidnimi molekulami visoke molekulske mase, ki jih proizvajajo sinoviociti tipa B. 
Viskozne in elastične lastnosti ji dajejo: visoka koncentracija hialuronske kisline, lubricin 
(proteoglikan 4 – PRG4) in intersticijska tekočina, ki je vodna raztopina elektrolitov, 
proteinov in nekaterih drugih molekul. Hialuronska kislina je polimer disaharidov D-
glukurona in D-N-acetilglukozamina. PRG4 (lubricin) je proteoglikan visoke molekulske mase, 
proizvajajo ga hondrociti v površinskem sloju sklepnega hrustanca. Ti dve sestavini dajeta ST 
lastnosti ne-newtonske raztopine, pri katerih razmerje med pritiskom in deformacijo ni 
linearno. Torej ST pod pritiskom postane bolj viskozna in deluje v sklepu kot mehanski 
blažilec pritiskov in tresljajev. 
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ST je pretežno sestavljena iz vode (960-988 g/kg); (Martin-Alarcon in sod., 2016), ima šibko 
alkalno pH vrednost (7,3-7,64). Biokemična sestava ST je podobna krvni plazmi, obe tekočini 
imata podobno vsebnost elektrolitov in molekul z nizko molekulsko maso, v ST pa je le 
približno tretjina koncentracije proteinov iz humanega seruma, saj večje molekule, kot npr. 
fibrinogen in ostali koagulacijski faktorji, ne prehajajo v sklepni prostor. Povprečni volumen 
ST zdravega človeškega kolena je do 7 mL, artrotičnega od 15 do 24 mL (Heilmann in sod., 
2009). Koncentracija albumina je približno 60 odstotkov tiste v krvni plazmi, predvidevajo, da 
je vezavna kapaciteta proteinov ST za zdravila in druge snovi prav tako približno 50% nižja 
kot v plazmi (Wanwimolruk in sod., 1983).  
 
Tip sestavine Kemična sestava Koncentracija Molekulska masa (kDa) 
Glukozaminoglikan Hialuronska kislina 2-4 g/l 6000-7000 
Glikoprotein PRG4 (lubricin) 0,035-0,250 g/l 228 
Serumski protein Albumin 8-12 g/l 66 
 γ-Globulin 2-7 g/l 155 
Ion (elektrolit) Natrij 140 mmol/l - 
 Klor 110 mmol/l - 
Lipid Fosfolipidi 0,1-0,2 g/l - 
 Holesterol 0,2 mmol/l - 
Manjše molekule Sečnina 1.3 mmol/l - 
 Sečna kislina 100 µmol/l - 
 Glukoza 3,66 mmol/l - 
 
Tabela 1. Biokemična sestava normalne sinovialne tekočine (prirejeno po Martin-Alarcon in sod., 2016) 
 
Poleg hialuronske kisline in PRG4 se v ST dodatno nahajajo lokalno v sklepu sintetizirane 
makromolekule in nekateri proteini hrustančnega matriksa ter encimi, ki sodelujejo pri 
presnovnem obratu hrustanca, kot so fibronektin, kolagenaze in metaloproteaze. Z 
modernejšimi metodami biokemične analize ST lahko določamo tudi številne t.i. biomarkerje 
sklepnih vnetnih in nevnetnih bolezni, ki so v normalnem stanju prisotni v zelo nizkih 
koncentracijah, povečajo pa se pri bolezenskih stanjih, kot so revmatoidni artritis, 
osteoartroza in tudi hondroliza povzročena z različnimi drugimi dejavniki. V teh primernih 
najdemo v ST povišane vrednosti proinflamatornih citokinov (TNF-α, interlevkin 1 in 
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interlevkin 6) ter razgradne produkte matriksa (kolagen, proteoglikanski agrekan, integrin, 
COMP).  
V kliničnem okolju je za identifikacijo različnih bolezenskih stanj zelo pomembna 
laboratorijska celična analiza. V ST ni prisotnih rdečih krvnih celic (eritrocitov), razen v 
primeru poškodbe s krvavitvijo v sklep. Koncentracija belih krvnih celic (levkocitov) pa je 
zanesljiv indikator patoloških procesov v sklepu. V normalnih razmerah je njihova vrednost 
do 0,2x109/L, od teh do 25% nevtrofilnih granulocitov, 25% limfocitov, 50% monocitov, 10% 
makrofagov in 4% sinovialnih celic (Mundt in sod., 2010). Povzeto po klasifikaciji Ameriškega 
združenja za revmatizem (American Rheumatism Association) so v tabeli 2 prikazane 
vrednosti koncentracij belih krvnih celic v povezavi z nekaterimi pogostimi bolezenskimi 
stanji (Fleming in sod, 2015).  
 
Stanje/patološki 
proces 
Vrednost levkocitov 
 
Nevtrofilni 
granulociti 
Normalno 0,2 x10
9
/L <25% 
Ne-vnetna artropatija 
(osteoartroza) 
2 x10
9
/L <25% 
Vnetna artropatija 
(revmatoidni artritis) 
2-50 x10
9
/L >50% 
Bakterijsko vnetje 
(septični artritis) 
>50 x10
9
/L >75% 
 
Tabela 2. Analiza belih krvnih celic v ST, kot indikator patoloških procesov v sklepu  
 
Poleg biokemične in celične analize je za določitev nekaterih bolezenskih procesov v sklepu 
pomembna tudi analiza ST s polarizirano svetlobo za odkrivanje morebitne prisotnosti 
kristalov. Formacija kristalov povzroča akutno ali kronično vnetje sklepa in je posledica 
metabolnih motenj, zmanjšanega izločanja preko ledvic, zaradi katerega se poveča 
koncentracija kristaloformnih snovi v krvi, razpada in degeneracije hrustanca ali kostnine, 
sklepnih injekcij kortikosteroidov ali LA. Bogatch in sod., 2010, so v raziskavi, pri kateri so 
goveje hondrocite izpostavljali LA lidokainu in bupivakainu pri različnih koncentracijah pH, 
opazili tvorbo igličastih kristalov ob mešanju LA s celičnim medijem in 100% smrtnost celic v 
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takšnem primeru. Raziskovalci so pripisali tvorbo kristalov kemični inkompatibilnosti med 
sklepno tekočino in pripravkom zdravila. 
 
Vrsta kristalov 
(biokemično) 
Mikroskopska 
oblika 
Patogenetski vzrok 
Urat (sečna kislina) Igličasti Protin 
Kalcijev pirofosfat Romboidni, polimorfni Psevdoprotin 
Holesterol Plošče z zarezami Hiperholesterolemija 
Kortikosteroid Ploščati, polimorfni Protivnetne injekcije 
Kalcijev oksalat Kvadratni Hemodializa 
Kalcijev hidroksiapatit Majhni delci Osteoartroza 
 
Tabela 3. Značilnosti kristalov v sklepni tekočini pri posameznih patoloških stanjih (prirejeno po King Strasinger 
in sod., 2008) 
 
Na površini hrustanca je vedno prisoten tanek film ST (50 µm), ki skrbi za prej omenjene 
funkcije: 
- zmanjšanje trenja pri drsenju sklepnih površin, 
- absorpcijo tresljajev pri aksialnih obremenitvah in 
- prenos hranil in razgradnih produktov v sklepni hrustanec in iz njega. 
 
1.2 Lokalni anestetiki, lidokain 
 
Lokalni anestetiki so kemične spojine, ki zavirajo nastanek in prevajanje akcijskega potenciala 
v živčnih vlaknih in povzročijo reverzibilno neobčutljivost tkiva za zunanje dražljaje.  
So molekule s hidrofobno aromatsko skupino in hidrofilno aminsko skupino.  
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Slika 5. Kemična struktura pogostejših amidnih lokalnih anestetikov (prirejeno po Tsuchiya, 2017). 
 
Lokalni anestetiki delujejo na različne načine na celično membrano, glavni mehanizem pa je 
blokiranje hitrih membranskih kanalčkov za prenos natrijevih ionov. Molekule LA difundirajo 
preko ovojnice živčnega vlakna in celične membrane v neionizirani obliki. Znotraj citoplazme 
aksona pride do ionizacije. V pozitivno nabiti obliki se molekule LA lahko vežejo na notranji 
del napetostno odvisnih natrijevih kanalčkov, ki s svojo strukturo segajo preko celične 
membrane in tako preprečijo depolarizacijo celice ter prenos živčnega impulza po živčnem 
vlaknu.  
Natrijevi kanalčki so veliki intramembranski glikoproteini, sestavljeni iz večje α podenote, ki 
je zgrajena iz približno 2000 aminokislin in več manjših β podenot, ki predstavljajo 
funkcionalni del kanalčka. Zgradba β podenot natrijevih kanalčkov je nekoliko različna v 
membranah živčnega sistema, v  vlaknih miokarda in v skeletnih mišicah, vendar je 
interakcija z LA pri vseh podobna. Molekula LA se veže na fenilalaninsko mesto prostih 
citoplazemskih vijug kanalčka in s tem prepreči njegovo konformacijo, odpiranje kanalčka za 
natrijeve ione in tako vzbujanje in prenos akcijskega potenciala (Fozzard in sod., 2011). 
Klinični učinek LA je odvisen od lokalne koncentracije anestetika in tudi od lokalnih razmer v 
tkivu. Med drugim tudi od pH vrednosti, delovanje je učinkovitejše v bazičnem okolju, kjer je 
velik del molekul učinkovine neioniziran in je prehajanje LA v celico hitrejše. 
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V klinični praksi se najpogosteje uporablja lidokain, potem bupivakain, ropivakain in 
mepivakain.  
Lidokain je v vsakodnevni uporabi kot anestetik za lokalno anestezijo kože in sluznic pri 
številnih malih posegih praktično v vseh vejah medicine. V anesteziologiji se uporablja za 
prevodno anestezijo na udih in za področno anestezijo s spinalnimi in drugimi regionalnimi 
blokadami. V ortopediji in skeletni kirurgiji ga uporabljamo za izvajanje manjših 
znotrajsklepnih oz. artroskopskih operacij v kombinaciji z lokalno anestezijo pristopnih 
portalov. V preteklosti se je uporabljal tudi za pooperacijsko znotraj-sklepno analgezijo po 
večjih operacijah ramenskega in kolenskega sklepa. Protokol je vključeval stalno počasno 
dovajanje anestetika v sklep skozi tanek kateter. Po takšnem načinu analgezije so se pričela 
pojavljati poročila o nastanku pooperacijske hondrolize, zato takšna uporaba ni več primerna 
(Bushfeld in sod., 2009). 
Lidokain je bil desetletja v uporabi tudi kot zdravilo za nujno zdravljenje ventrikularnih 
motenj ritma – ventrikularnih tahiaritmij. Posledično je bila dobro raziskana njegova 
farmakodinamika in farmakokinetika. Po intravenski aplikaciji doseže vrh plazemske 
koncentracije v 45 do 90 sekundah, po injekciji v deltoidno mišico pa vrh doseže po 10 
minutah (Weiker in sod., 1991). 
Sledi hitra razporeditev v tkiva, posebej v parenhimske organe, zato je padec plazemske 
koncentracije razmeroma hiter. Terapevtski učinek traja 10 do 20 minut. Lidokain prehaja 
preko hematoencefalne bariere in preko placente. Pri terapevtski koncentraciji 1-4 µg/ml se 
v 60 do 80 odstotkih veže na plazemska proteina albumin in alfa kisli protein (AAG). 
Približno 90% parenteralne doze se metabolizira v jetrih z de-etilacijo v aktivni metabolit 
monoetilglicineksilidid (MEGX) in glicineksilidid (GX). Hitrost metabolizma je pogojena s 
hepatično cirkulacijo. Končni metaboliti se izločijo z urinom (Astra Pharmaceutical Products 
Inc, 1997). 
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1.3 Artroskopija kolena v lokalni anesteziji 
 
Artroskopija kolena s periartikularno lokalno anestezijo mehkih tkiv in sočasno sklepno 
infiltracijo lokalnega anestetika je uveljavljena metoda za zdravljenje znotrajsklepne 
patologije. Na tak način zdravimo patologijo meniskov, hrustanca, sklepne ovojnice s 
sinovijo, odstranjujemo prosta telesa in odvzemamo biopsijske vzorce. V treh desetletjih 
uporabe se je artroskopija v lokalni anesteziji izkazala za primerno alternativo artroskopiji v 
regionalni ali splošni anesteziji. V tem času je bilo izvedenih tudi veliko študij, ki so dokazale 
uspešnost in neškodljivost posega in tudi številne prednosti (Ngo in sod., 1985; Dahl in sod., 
1990; Maldini in Miskulin, 2006). 
Najpogosteje uporabljan postopek lokalne anestezije kolenskega sklepa je sledeč. Ob 
začetku posega napravimo lokalno anestezijo na mestih predvidenih artroskopskih portalov 
tako, da infiltriramo kožo, podkožje in sklepno ovojnico na mestih uvajanja artroskopskih 
inštrumentov z mešanico 2% lidokaina in adrenalina v koncentraciji 1:200.000. Z dodanim 
adrenalinom se zmanjša krvavitev ob inciziji kože in sklepne ovojnice. Potem napravimo 
znotraj-sklepno aplikacijo lokalnega anestetika v suprapatelarni recesus z 2% lidokainom. Z 
gibanjem kolena nato LA razporedimo po sklepni votlini. Namen znotraj-sklepne injekcije je 
anestezirati sinovijo, ki je močno oživčena in pri mehanskem, termičnem ali kemičnem 
draženju povzroča močne bolečine. Pri tem anesteziramo tudi znotrajsklepne ligamente – 
križne vezi, periferne dele meniskov in deloma tudi sklepno ovojnico, kar omogoča 
manipulacijo kirurških instrumentov v sklepu. Sklepni hrustanec je na bolečino neobčutljiv in 
ni tarčno tkivo LA. Vsako delovanje LA na hrustanec je torej stranski učinek sklepne lokalne 
anestezije.  
10 do 15 minut po aplikaciji lokalne anestezije lahko pričnemo z operacijo. Skozi prvi 
(lateralni) portal uvedemo artroskopsko kamero z nastavkom za kontinuirano polnjenje in 
izpiranje sklepa z vodno raztopino elektrolitov. Skozi drugi (medialni) portal uvedemo in 
kasneje po potrebi menjavamo inštrumente s katerimi izvajamo samo operacijo. 
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Slika 6. Lokalna anestezija kolenskega sklepa – shematsko (prirejeno po Pierce in sod.,  2016). Mesta aplikacije 
lokalnega anestetika pred artroskopijo kolena, podkožna infiltracija lateralnega in medialnega portala do 
sklepne kapsule in znotraj-sklepna aplikacija anestetika nad pogačico (A), sledi artroskopija skozi lateralni in 
medialni portal (B).  
 
Bolnik ob tem prejme sedacijo in po posegu peroralno analgezijo. Več kot 95 odstotkov 
bolnikov ob tem nima neugodnih občutkov in bi se ponovno odločili za takšno vrsto 
anestezije (Miskulin in Maldini, 2006). Splošnih znakov aplikacije lidokaina in adrenalina je 
razmeroma malo in so klinično nepomembni (Karaoglu in sod., 2002). Pri analizi izhodne 
tekočine artroskopskega medija, ki izteka iz sklepa med posegom so ugotovili, da se polovica 
lidokaina izloči že s samim izpiranjem sklepa ob začetku operacije (Saunders in Wing, 1988). 
Prednosti takšne anestezije so: enostavnost izvedbe anestezije, nizka cena, ni potrebna 
prisotnost anesteziologa, bolnik sodeluje pri operaciji in je lahko čez nekaj ur odpuščen v 
domačo oskrbo. 
Slabosti so predvsem omejitve pri obsegu operacije, težje izvedemo posege na kosti in 
ligamentih. Ker nimamo možnosti uporabe Esmarchove manšete, se občasno pojavijo 
krvavitve, ki nam poslabšajo preglednost vidnega polja.  
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1.4 Hondroliza, končna okvara sklepnega hrustanca 
 
Okvaro hrustanca v enem kompartmentu ali pa v celem kolenskem sklepu ugotovimo 
najpogosteje pri napredovali osteoartrozi, pri stanjih po poškodbi ali kot posledico vnetnih 
bolezni, ki prizadenejo enega ali več sklepov (npr. revmatoidni artritis). Redkeje pa lahko 
nastane popolno uničenje in razgradnja hrustanca celotnega sklepa – hondroliza. Pri slednji 
gre najverjetneje za toksično okvaro, posledico delovanja zdravil, lahko tudi metabolno 
okvaro v sklopu sistemskih bolezni.  
Pojem hondroliza se nanaša na različne stopnje hitro nastale okvare hrustanca. Lahko se 
pojavi v obliki številnih fokalnih hrustančnih lezij ali kot popolna, difuzna izguba sklepnega 
hrustanca. Diagnoza je klinična in radiološka, natančne etiologije in patogeneze hondrolize 
ne poznamo. V literaturi se pojavljajo predvsem številni opisi primerov v praktično vseh 
diartrodialnih sklepih. Tudi natančnejših klasifikacij nimamo. (Provencher in sod., 2011). 
Bolezensko stanje je bilo sprva opisano v kolčnem sklepu kot akutna izguba sklepnega 
hrustanca (akutna nekroza hrustanca) v povezavi z zdrsom epifize kolčne glavice pri 
pediatričnih bolnikih. Spremembe so opisali pri pacientih, pri katerih so predhodno opravili 
repozicijo zdrsa z manipulacijo sklepa. Pojavile so se persistentne močne bolečine v 
prizadetem sklepu in postopna izguba funkcije sklepa. Na rentgenskih posnetkih je bila vidna 
popolna izguba sklepne špranje (Waldenstrom, 1930). V kasnejših objavah so bila opisana 
razna stanja, pri katerih so opazili nastanek hondrolize. V ramenskem sklepu so opazovali 
spremembe, ki so bile do takrat nepoznane, spominjale so na sklepno tuberkulozo (Kahan in 
sod., 1983). V kolenskem sklepu so ugotovili hondrolizo po sklepni uporabi antiseptika 
klorheksidina (Tricoit in sod., 1984). Leta 1997 je Kanbe s sod. opisal idiopatsko hondrolizo v   
gležnju, ki so jo potrdili rentgenološko in z artroskopijo. Histološka analiza je pokazala 
popolno izgubo hialinega sklepnega hrustanca in delno izpolnitev sklepne špranje s fibroznim 
hrustancem. V komolčnem sklepu so opisali hondrolizo po oskrbi zlomov distalne 
nadlaktnice z osteosintezo (Atalar in sod., 2009). 
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Slika 7. Hondroliza v kolenu prikazana z magnetno resonanco (A), artroskopskim ogledom kolenskega sklepa (B) 
in pri odprti operaciji (C) – prirejeno po Provencher in sod., 2011. 
 
Opisani primeri se večinoma nanašajo na mlajše in aktivne bolnike s predhodno prirojeno ali 
razvojno motnjo sklepa, predhodno poškodbo ali operacijo na prizadetem sklepu. Klinično je 
v ospredju bolečina v okolici sklepa, postopno zmanjševanje gibljivosti in posledično izguba 
funkcije, splošne mobilnosti in invalidnost. Ena temeljnih značilnosti stanja je, da je videti 
zelo malo znakov spontane regeneracije sklepa, večina primerov napreduje do artroze in/ali 
ankiloze (Provencher in sod., 2011). Bolnik v perspektivi potrebuje vstavitev sklepne 
endoproteze.   
 
1.5 Škodljivi vpliv lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec 
 
Prva poročila o hondrolizi po analgetskem zdravljenju pooperacijske bolečine z lokalnimi 
anestetiki (PAGCL) so se pričela pojavljati po razmahu ramenske artroskopske kirurgije po 
letu 2000. V kasnejših letih je postal pogost takšen način analgezije tudi po operacijah na 
kolenu, predvsem po rekonstrukciji sprednje križne vezi (ACL). Postopek vključuje vstavitev 
tankega katetra v sklepno votlino ob koncu operacije. Sklep je nato vodotesno oskrbljen s 
šivi portalov oz. operacijske rane. Preko katetra se v sklep kontinuirano dovaja lokalni 
anestetik, dodan je lahko adrenalin (za zmanjševanje pooperacijske krvavitve) ali opioidni 
analgetik. Zaradi podaljšanega trajanja delovanja so večinoma uporabljali anestetik 
bupivakain. 
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Retrospektivna analiza (Buchko in sod., 2015) serije bolnikov po artroskopskih operacijah na 
kolenskem sklepu, ki so jih analizirali zaradi objavljenih številnih primerov PAGCL v ramenu, 
je pokazala po takšnem zdravljenju na kolenu skoraj 30 odstoten pojav pooperacijske 
hondrolize. Pri zdravljenju pooperacijske bolečine po rekonstrukcijah ACL so uporabili 
kontinuirano infuzijo bupivakaina z adrenalinom v kolenski sklep. V skupini, pri kateri niso 
uporabili takšnega načina analgezije, ni bilo nobenega primera hondrolize. 
PAGCL so opazili tudi pri kombinaciji uporabe termične radiofrekvenčne sonde za ablacijo ter 
koagulacijo tkiva pri artroskopiji ramena in nato kontinuirane infuzije lokalnega anestetika v 
sklep po operaciji. Solomon in sod., 2009, so izvedli sistematični pregled literature v povezavi 
s pojavom morebitne pooperacijske hondrolize. Zajeli so 245 publikacij med leti 1960 in 2009 
od katerih je 35 člankov opisovalo spremembe podobne hondrolizi ramenskega sklepa. 
Identificirali so 88 pacientov (91 ramen), 55% je bilo moških, povprečna starost 28 let. 67% 
bolnikov s hondrolizo je prejelo pooperacijsko analgetsko terapijo s kontinuirano infuzijo LA, 
pri 45% so uporabili termično radiofrekvenčno sondo. 
Podobne rezultate so objavili Scheffel in sod., 2010, pri analizi 100 primerov PAGCL. Pri 52% 
bolnikov je bila uporabljena infuzija LA. 
V odsotnosti kontroliranih prospektivnih raziskav so bile opravljene nekatere in vitro in na 
živalskih hrustancih zasnovane študije o vplivu LA na sklepni hrustanec. Te so pokazale, da že 
kratkotrajna izpostavljenost sklepnega hrustanca lokalnim anestetikom povzroči smrt 
hondrocitov ali njihovo moteno delovanje. Piper in sod., 2008, so primerjali toksičnost 
ropivakaina in bupivakaina na eksplantih človeškega hrustanca in sočasno na gojenih 
kulturah humanih hondrocitov. Že 30-minutna izpostavljenost bupivakainu je močno 
zmanjšala viabilnost hondrocitov, manj je bil toksičen ropivakain. Poleg tega je bil toksični 
vpliv manjši na intaktnem hrustancu, kot na amorfnih celičnih kulturah. Dragoo in sod., 2012, 
so dovajali 1% lidokain, 0,25% bupivakain in 0,5% ropivakain na gojene kulture humanih 
hondrocitov. V tej študiji se je imel največji toksični učinek na hondrocite lidokain, po 3-urni 
izpostavljenosti je bila smrtnost celic 8% v primerjavi s kontrolno skupino (3%).  
Park in sod., 2011, so za raziskavo uporabili celične kulture konjskih hondrocitov. Kulture so 
izpostavili 0,5% bupivakainu, 2% lidokainu in 2% mepivakainu. Analiza je pokazala 71%, 33% 
in 14% smrtnost, glede na prej naštete LA.  
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Eden od predlaganih mehanizmov toksičnega delovanja je okvara mitohondrijske DNA in 
motnje v sintezi adenozintrifosfata in mitohondrijskih proteinov v hondrocitih (Grishko in 
sod., 2010). Dodaten patogenetski mehanizem lahko predstavlja padec pH vrednosti, dodatki 
konzervansov in/ali adrenalina, tvorba kristalov pri mešanju LA s sinovialno tekočino in 
hipertermična okvara pri uporabi radiofrekvenčnih sond (Bogatch in sod., 2010; Dragoo in 
sod., 2010; Mead in sod., 2012). 
Piper in sod., 2012, so v preglednem članku opozorili pred uporabo protibolečinskih črpalk za 
pooperacijsko analgezijo, saj te lahko povzročijo dolgotrajno izpostavljenost sklepnega 
hrustanca visokim koncentracijam LA. Tudi varnost enkratnih sklepnih aplikacij LA je po 
mnenju avtorjev vprašljiva.  
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2 NAMEN DELA, HIPOTEZE IN UTEMELJITEV 
 
2.1 Namen dela 
 
Med pregledom literature nismo našli objavljenih raziskav, pri katerih bi bil uporabljen 
primeren in vivo model za študij škodljivih učinkov lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec 
pri človeku. Pri uporabljenih in vitro ali živalskih modelih ni bilo upoštevano notranje okolje 
sklepa, ki najverjetneje vsaj deloma nevtralizira škodljivi učinek LA, ki je bil predhodno 
dokazan v in vitro preizkusih.  
Baker in Mulhall, 2012, sta napravila analizo cele palete in vitro, ex vivo in živalskih in vivo 
raziskav, ki so bile opravljene v smislu bazičnega raziskovanja toksičnega vpliva LA na sklepni 
hrustanec. V študiji so podrobno analizirali 8 in vitro in ex vivo raziskav na živalskem 
hrustancu, 10 in vitro in ex vivo raziskav na človeškem hrustancu in 5 in vivo raziskav na 
živalih. 
V raziskavah so uporabili različne metodologije priprave hrustančnih vzorcev in celičnih 
kultur ter različnih metod za merjenje živosti hrustančnih celic. Večina raziskav je pokazala 
trend povečevanja toksičnosti z večanjem koncentracije treh pogostejših LA: lidokaina, 
bupivakaina in ropivakaina. Toksičnost se je povečala tudi s časom izpostavljenosti LA in s 
časom od izpostavljenosti do analize živosti celic. Enoslojne celične kulture so bile bolj 
občutljive od amorfnih kultur ali hrustančnih eksplantov z nepoškodovano vrhnjo plastjo. 
Prav intaktna sklepna površina bi lahko predstavljala na enega možnih zaščitnih dejavnikov 
pred toksičnostjo LA v in vivo razmerah v ohranjenem kolenskem sklepu.  
Drugi zaščitni dejavnik je lahko znižanje koncentracije LA v sklepu. V skladu s tem so v 
raziskavi Chu in sod., 2008, ugotovili toksični učinek 0,5% in 0,25% bupivakaina, učinek 
znižane koncentracije (0,125%) pa je bil podoben učinku fiziološke raztopine v kontrolni 
skupini. 
Postavlja se tudi vprašanje o dolgoročnih učinkih LA na hrustančno tkivo. Gomoll in sod. so 
na živalskem modelu ovrednotili dolgoročni učinek infuzije bupivakaina v zajčji ramenski 
sklep. Medtem, ko so že v predhodni študiji (2006) dokazali citotoksični učinek 48-urne 
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infuzije bupivakaina na sklepni hrustanec pri analizi po 5 dneh, pa so v novi študiji (2009) pri 
analizi po 3 mesecih namesto okvare hrustanca, našli intaktne sklepne površine z normalno 
histološko sliko in povečano anabolno aktivnostjo hrustanca.  
Več avtorjev predhodno citiranih raziskav se je opredelilo proti rutinski sklepni uporabi LA, 
vendar je rezultate teh raziskav težko ekstrapolirati v vsakodnevno klinično prakso. V 
kliničnem okolju je namreč prisotna velika razlika med pogostnostjo znotraj-sklepne uporabe 
LA in zelo redkimi opisi klinično pomembnih okvar hrustanca.  
Namen doktorske naloge je torej ovrednotiti morebitne škodljive učinke LA z zajemom 
podatkov iz vsakodnevnega kliničnega dela pri rutinskem izvajanju kirurških posegov na 
kolenskem sklepu v lokalni anesteziji. Dodatno želimo ovrednotiti posamezne kritične faze 
teh postopkov, kjer nastopa uporaba LA in tako pridobljene podatke dodatno preveriti  z in 
vitro modelom, ki se smo ga oblikovali po prej opisani oceni realnih razmer v kolenskem 
sklepu.  
 
 
2.2 Hipoteze 
 
Hipoteza 1: Aplikacija LA pri artroskopiji kolena nima toksičnega učinka na celice v 
biopsijah sklepnega hrustanca namenjenih gojenju avtolognih hondrocitov.  
Hipoteza 2: Dejanska koncentracija LA v kolenu in vivo je nižja od pričakovane, glede 
na aplicirano koncentracijo in volumsko razporeditev v sklepu.  
Hipoteza 3: Dejanska koncentracija LA, ki je prisotna v kolenu po aplikaciji, ne vpliva 
na živost hondrocitov v hrustančnih eksplantih in vitro.  
Hipoteza 4: Aplikacija LA pred artroplastiko kolena nima vpliva na živost hondrocitov v 
degenerativno spremenjenem sklepnem hrustancu. 
 
 
Klemen Ravnihar, Vpliv lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec v kolenu. 
Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 2018 
35 
 
2.3 Utemeljitev hipotez 
 
Hipoteza 1: Aplikacija LA pri artroskopiji kolena nima toksičnega učinka na celice v 
biopsijah sklepnega hrustanca namenjenih gojenju avtolognih hondrocitov. 
 
Artroskopija kolena v lokalni znotraj-sklepni infiltracijski anesteziji je standardni postopek za 
zdravljenje manjših patoloških sprememb znotraj kolenskega sklepa. Metoda je razmeroma 
enostavna v primerjavi z drugimi vrstami anestezije, učinkovita in varna (Jacobson in sod., 
2000; Maldini in sod., 2010; Shaukat in sod., 2013). Tudi v naši dolgoletni klinični praksi 
nismo opazili sprememb, ki bi po opisu ustrezale pooperacijski hondrolizi. Vendar so Dragoo 
in sod., 2009, dokazali, da v in vitro razmerah že kratkotrajna enkratna izpostavljenost 
povzroči zmanjšanje viabilnosti hondrocitov v eksplantih sklepnega hrustanca. Za preizkus 
hipoteze, da v in vivo razmerah, enkratna aplikacija LA pred artroskopijo kolena nima 
škodljivega učinka na hrustančne celice, smo izbrali terapevtski klinični postopek – vsaditev 
avtolognih gojenih hondrocitov v koleno. Postopek vsaditve avtolognih gojenih hondrocitov 
pri kirurškem zdravljenju omejenih hrustančnih okvar v kolenu je uspešno v uporabi na 
Ortopedski kliniki v Ljubljani že več kot 15 let (Drobnič in sod., 2002; Martinčič in sod., 2014). 
Na začetku postopka pri vsakem bolniku opravimo artroskopijo kolena v lokalni, spinalni ali 
splošni anesteziji. Pri tem odvzamemo biopsijski vzorec hrustanca, ki ga kasneje z namenom 
gojenja celic v laboratoriju natančno morfološko in citološko ovrednotimo in iz njega 
pridobimo celice za gojenje celičnih kultur. V teh kulturah kasneje opazujemo potencial rasti 
in razmnoževanja hondrocitov. Opisano predstavlja zelo primeren model za oceno 
morebitnih razlik viabilnosti hrustančnih celic pri odvzetem hrustancu med različnimi vrstami 
anestezije. 
 
Hipoteza 2: Dejanska koncentracija LA v kolenu in vivo je nižja od pričakovane glede na 
aplicirano koncentracijo in volumsko razporeditev v sklepu.  
 
Raziskave, ki so v in vitro razmerah dokazale škodljivi vpliv LA na sklepni hrustanec, so bile 
izvedene tako, da so vzorce hrustanca v standardnih časovni intervalih izpostavljali natančno 
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določenim koncentracijam LA, ki so na voljo v farmacevtskih preparatih npr. 0,5%, 1%, 2% 
itd. (Grishko in sod., 2010; Piper in sod., 2011; Breu in sod., 2013). Menimo, da je bilo na ta 
način hrustančno tkivo izpostavljeno bistveno višjim koncentracijam LA, kot je v in vivo 
razmerah, kjer po znotraj-sklepni aplikaciji pride do volumske razporeditve anestetika v 
sklepni tekočini in nato do hitrega difuzijskega prehajanja preko sinovialne ovojnice v krvni 
obtok. V sklepu molekule LA tvorijo kemične in fizikalne vezi s proteini sinovialne tekočine 
ter z znotrajsklepnimi strukturami, kot so hrustanec, meniski in sinovialna membrana. 
Predvidevali smo, da je zaradi teh procesov dejanska koncentracija LA s sklepu pomembno 
nižja od pričakovane, glede na injicirano koncentracijo. V tem delu raziskave smo zato želeli 
določiti, kakšna je dejanska koncentracija LA, ki deluje na sklepno površino v človeškem 
kolenu in vivo v kratkem času (15 minut) po znotraj-sklepni injekciji. 
   
Hipoteza 3: Dejanska koncentracija LA, ki je prisotna v kolenu po aplikaciji, ne vpliva na 
viabilnost hondrocitov v hrustančnih eksplantih in vitro. 
 
Že prej omenjene in vitro raziskave, v katerih so proučevali vpliv različnih koncentracij LA na 
hrustančno tkivo, so pokazale, da je hondrotoksično delovanje odvisno od koncentracije, 
časa izpostavljenosti in vrste LA. Predvidevali smo, da nizke in zelo nizke koncentracije LA 
nimajo škodljivega vpliva na viabilnost hondrocitov oz. je slednji zanemarljivo majhen. To so 
pokazale tudi novejše raziskave o vplivu LA na sklepni hrustanec (Kreuz in sod., 2017; Shaw in 
sod., 2017). Namen je bil preveriti učinek znižane koncentracije LA, izmerjene v drugi fazi 
raziskave, na hrustanec v in vitro pogojih. 
 
Hipoteza 4: Aplikacija LA pred artroplastiko kolena nima vpliva na viabilnost hondrocitov v 
degenerativno spremenjenem sklepnem hrustancu. 
 
Uporaba LA pri zdravljenju artroze ali preartroze sklepa je še posebej pogosta v obliki 
protibolečinskih in protivnetnih znotraj-sklepnih infiltracij. Lidokain ali druge LA uporabljamo 
v kombinaciji s kortikosteroidi, namenjenimi sklepni uporabi (triamcinolon ali betametazon). 
Klinični učinek je predvidljivo pozitiven v smislu zmanjšanja bolečin in izboljšanja funkcije 
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sklepa, vendar je trajanje izboljšanja večinoma omejeno na nekaj tednov po aplikaciji 
(Hepper in sod, 2009). V literaturi ni najti podatkov o povezavi med uporabo sklepnih injekcij, 
ki vsebujejo LA in morebitnim kliničnim poslabšanjem stanja artroze, ki bi ga lahko pripisovali 
hondrotoksičnemu učinku LA. Pričakovali bi povečano občutljivost degeneriranega hrustanca 
na učinke LA, saj ima degenerirani hrustanec okvarjen vrhnji sloj – lamino splendens, ki 
predstavlja bariero za vdor različnih snovi v hrustančno tkivo. Po drugi strani so za artrotični 
sklep značilne vnetne spremembe sklepne ovojnice in sinovije (artritis) ter posledično 
povečana eksudacija s tvorbo večje količine sklepne tekočine. To bi lahko vplivalo na 
zmanjšanje razpoložljivosti aktivnega LA po infiltraciji. Zato smo se odločili še za preizkus 
učinka lidokaina na artrotični hrustanec. 
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3 METODE IN MATERIALI 
 
Protokol celotne raziskave je odobrila Komisija za medicinsko etiko Republike Slovenije - 
(123/02/13) – Priloga 9.1. 
 
3.1.1 Toksični učinek lokalnega anestetika na biopsije namenjene gojenju avtolognih 
hondrocitov 
 
Zdravljenje omejenih hrustančnih lezij z metodo gojenih avtolognih hondrocitov je 
uveljavljena metoda v klinični praksi. Postopek zdravljenja poteka v dveh fazah: odvzem 
biopsije hrustanca, izolacija in gojenje hrustančnih celic v laboratoriju, temu sledi njihova 
vsaditev na mesto hrustančne lezije. Odvzemi hrustančnih biopsij potekajo z artroskopsko 
operacijo v lokalni, spinalni ali splošni anesteziji. Vsi podatki bolnikov, zajeti med postopkom 
kliničnega zdravljena z avtolognimi gojenimi hondrociti pri nas, so zajeti v registru – t.i. 
Slovenski hondrocitni bazi. 
 
3.1.2 Vključeni bolniki  
 
V retrospektivni analizi smo primerjali parametre 49 bolnikov (17 moških in 32 žensk; starosti 
14 do 44 let), ki so bili zdravljeni s postopki za implantacijo avtolognih hondrocitov v letih 
2009 do 2013 na Ortopedski kliniki v Ljubljani. Vključeni bolniki so bili brez pomembnih 
spremljajočih bolezni ali sistemskih sklepnih bolezni, takšna stanja so tudi kontraindikacija za 
vključitev v takšno zdravljenje.  
 
3.1.3 Način odvzema biopsije hrustanca 
 
V prvi fazi zdravljenja je bila odvzeta biopsija sklepnega hrustanca iz kolena z artroskopijo. 
Vse artroskopije so bile opravljene skozi standardni inferolateralni in inferomedialni portal s 
4,5 mm artroskopom. Preglednost sklepa se doseže s kontinuiranim polnjenjem sklepa z 
Ringerjevo raztopino s tlačno črpalko. Posege so opravili različni kirurgi, ki se rutinsko 
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ukvarjajo z artroskopijo kolena, operacijski čas je bil 24 do 55 minut. Pri 24 bolnikih je bil s 
posegom opravljen le odvzem biopsije, pri ostalih smo izvedli še manjše artroskopske 
posege: delna meniscektomija (8), odstranitev prostega telesa (6), toaleta ostankov sprednje 
križne vezi (4), odstranitev sinovialne gube (3) ali kombinacijo naštetega (4). Biopsijski vzorec 
hrustanca smo odvzeli z neobremenilne površine v proksimalnem delu femoralne trohlee z 
artroskopsko ščipalko ali kireto. Vzorec je bil takoj po odvzemu shranjen v transportnem 
gojišču (Dulbecco modified Eagle medium [DMEM/F-12], gentamicin [50 mg/mL] in 
amphotericin B [2mg/mL]; proizvajalec Gibco, Paisley, V.Britanija) in ga shranili na 
temperaturi 2 do 8˚C. Ta protokol shranjevanja zagotavlja preživetje hondrocitov nad 95% v 
prvih 48 urah (Alibegović in sod., 2012). 12 biopsij je bilo odvzetih z artroskopijo v splošni 
anesteziji (indukcija s kombinacijo fentanila, propofola in vekuronija ter vzdrževanje z 
inhalacijskim anestetikom izofluranom in bolusi fentanila), 18 v spinalni (intratekalna 
injekcija 3 do 4 ml 0,5% bupivakaina) in 19 v lokalni anesteziji. Standardni protokol za 
artroskopijo v lokalni anesteziji vsebuje naslednje postopke: infiltracija kože in podkožja do 
sklepne kapsule na mestih portalov z 10 do 15 ml 2% lidokaina z dodanim adrenalinom v 
koncentraciji 1:200.000 (Xylanest, AstraZeneca, Velika Britanija); znotraj-sklepna aplikacija 
15 do 20 ml 2% lidokaina (Xylocaine, AstraZeneca, Velika Britanija) v zgornji kolenski recesus; 
po infiltraciji bolnik aktivno 10 krat izvede poln obseg giba s kolenom od skrajne ekstenzije 
do 90-stopinjske fleksije in nazaj, da se anestetik razporedi po sklepu. Začetek posega je bil 
10 do 15 minut po aplikaciji lokalnega anestetika. Odločitev glede vrste anestezije ni bila 
sistematična in je bila narejena na osnovi kirurgovih preferenc, dosegljivosti anesteziologa, 
bolnikove starosti in pričakovanih spremljajočih sprememb v sklepu. Bolniki so prejeli tudi 
oralno premedikacijo z anksiolitikom in preventivni odmerek antibiotika ne glede na vrsto 
anestezije. V času treh tednov pred operacijo vključeni bolniki niso prejemali nesteroidnih 
antirevmatikov, kortikosteroidov ali hormonskih zdravil.  
 
3.1.4 Izolacija in kultivacija hondrocitov, analiza celic  
 
Biopsije so bile v transportnem gojišču prenesene v tkivno banko in tam obravnavane po 
standardnem protokolu za kultivacijo hondrocitov (Educell d.o.o., Ljubljana, Slovenija). 
Vzorec hrustanca smo sprali s fiziološko raztopino in razrezali v tanke rezine. Sledila je 
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encimatska razgradnja tkiva s kolagenazo (1mg/ml) v trajanju 20 ur pri 37 ˚C. Po ponovnem 
izpiranju in resuspenziji celic v mediju DMEM/F-12 je sledilo barvanje s Tripanskim modrilom 
(Tripan Blue – Gibco). Po metodi izključevanja (barvilo obarva mrtve celice) smo določili 
število celic in njihovo viabilnost s pregledom vzorcev pod svetlobnim mikroskopom. Tako 
izolirane celice smo prenesli v posode za gojenje celic v približni koncentraciji 1500 celic/cm2 
in jih kultivirali v inkubatorju pri 37 ˚C. in v 5% koncentraciji CO2. Po 2 dneh smo dodali 15% 
avtolognega seruma v mediju DMEM/F-12. Medij smo menjavali 2x tedensko. Povprečno 
smo v 10 dneh dosegli 60% združevanje celičnih kultur. Razgradnjo svežih kultur smo dosegli 
z raztopino Tripsin-EDTA (Sigma, St Louis, ZDA) in ponovno določili viabilnost in število celic z 
barvanjem s Tripanskim modrilom. Primerjavo časov podvojitve celic smo izračunali s 
formulo po Cristofalo in sod.: [log10(NH) - log10(NI)]/log10(2)=X. NI – začetno število celic, NH – 
končno število celic, X – populacijska podvojitev. Morfologijo hondrocitov med postopki smo 
ocenjevali z invertnim mikroskopom s faznim kontrastom pri 40-kratni in 100-kratni povečavi 
(TMS/TMS-F Nikon, Tokyo, Japonska). 
 
3.1.5 Statistična analiza podatkov 
 
Podatke o bolnikovi starosti, trajanju posega, vrsti posega, teži odvzetega vzorca hrustanca, 
viabilnosti hondrocitov v vzorcih in v primarnih kulturah ter o podvojitvah celičnih kultur smo 
medsebojno primerjali glede na tip anestezije. Uporabili smo enosmerno analizo variance 
(ANOVA) - (IBM SPSS Statistics, IBM, Armonk, NY, ZDA). Mejo statistične signifikance smo 
določili pri P<0,05. Indeks velikosti učinka in statistično moč smo izračunali z G*Power 3.1.7; 
Universität Kiel, Nemčija. 
 
3.2 Dejanska koncentracija LA v kolenu po znotraj-sklepni aplikaciji  
 
3.2.1 Vključeni bolniki 
 
V drugi del raziskave smo vključili 10 bolnikov (8 moških, 2 ženski), povprečna starost 42 let 
(19 do 55). Pri vseh je bil indiciran poseg z artroskopijo zaradi simptomatskih znotraj-
sklepnih patoloških sprememb ugotovljenih pri predhodni diagnostiki: okvara ali poškodba 
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meniska (5), poškodba ali druga patologija sklepnih ligamentov (3), bolečine zaradi začetne 
artroze (2). Bolniki niso imeli pridruženih splošnih ali lokalnih bolezni, ki bi lahko vplivale na 
metabolizem LA. Ocenili smo klinično stanje kolena in količino morebitnega sklepnega izliva s 
kirurškim delom vprašalnika IKCD o delovanju in funkciji kolena pri bolniku (ang. 
International Knee Documentation Committee, American Orthopaedic Society for Sports 
Medicine, ZDA - van de Graaf in sod., 2014). Za sklepni izliv ima vprašalnik 4 stopnje: 
normalno, skoraj normalno, nenormalno, izrazito nenormalno. 
 
3.2.2 Način izvedbe lokalne anestezije 
 
Pri vseh 10 vključenih bolnikih smo opravili artroskopijo kolena v lokalni infiltracijski 
anesteziji.  
Pred posegom smo vsako od mest artroskopskih portalov pod pogačico antero-medialno in 
antero-lateralno infiltrirali od kože do sklepne ovojnice s 7 ml 2% lidokain hidroklorida z 
dodanim adrenalinom v koncentraciji 1:200000 (Xylanest, AstraZeneca, Velika Britanija). Za 
tem smo v suprapatelarni recesus kolenskega sklepa injicirali še 15 ml 2% lidokain 
hidroklorida (Xylocaine, AstraZeneca, Velika Britanija). Bolnik je med pripravo operacijskega 
polja koleno aktivno desetkrat polno iztegnil in nato pokrčil do 90 stopinj, da se je LA 
razporedil po sklepni votlini in se pomešal s sinovialno tekočino.  
 
3.2.3 Odvzem vzorca sinovialne tekočine in analiza 
 
Z operacijskim posegom smo pričeli 10-15 minut po izvedbi lokalne anestezije. Izvedli smo 
standardno artroskopijo z vstopom v kolenski sklep skozi infero-lateralni in infero-medialni 
portal. Takoj po uvajanju artroskopa in pred izpolnitvijo kolena z artroskopskim medijem 
smo odvzeli vzorec sklepne tekočine, ki je iztekel iz artroskopa ali pa smo tekočino aktivno 
aspirirali.  
Aspirat smo takoj zamrznili pri -18 °C v plastičnih epruvetah. Prav tako smo v drugo epruveto 
shranili nerazredčen LA iz iste viale, kot je bil tisti, pripravljen za znotraj-sklepno aplikacijo. 
Po opravljenih posegih smo v enkratni analizi določili koncentracijo lidokaina v pridobljenih 
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vzorcih z metodo tekočinske kromatografije s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS; 
sistem sestavljen iz Agilent 1100 HPLC, Agilent, Nemčija in Quattro micro API, Waters, ZDA). 
Vzorce smo ustrezno filtrirali in razredčili z notranjim standardom levobupivakaina, nato 
deproteinizirali z acetonitrilom. Spojine smo ločili na Zorbax XDB-CN koloni z izokratično 
elucijo (voda, acetonitril, metanojska kislina). Vzorce smo ovrednotili na koncentracijo 
lidokaina s pomočjo linearne umeritvene krivulje z mejnimi vrednostmi med 1,0 in 20,0 
mg/L. 
Meritve koncentracij lidokaina smo izvedli na Inštitutu za sodno medicino Medicinske 
fakultete Univerze v Ljubljani (UL MF). 
Vse lokalne anestezije in artroskopske operacije je izvedel isti ortopedski kirurg na 
Ortopedski kliniki UKC v Ljubljani po standardnem protokolu. 
 
3.3 Viabilnost hondrocitov v hrustančnih eksplantih in vitro po izpostavljenosti 
dejanski znotraj-sklepni koncentraciji  
 
3.3.1 Pridobitev vzorcev hrustanca pri mrtvih dajalcih 
 
Med obdukcijami na Inštitutu za sodno medicino (UL MF) smo pri mrtvih dajalcih, ki niso 
imeli kliničnih znakov artroze oz. artritisa kolenskih sklepov ali poškodb v predelu spodnjih 
okončin, v sklopu obdukcijskega reza odvzeli vzorce makroskopsko intaktnega sklepnega 
hrustanca z obremenilne površine na stegnenicah. Iz 10 kolen mrtvih dajalcev smo z ostrim 
tulcem za mozaično plastiko (Helipro, Lesce, Slovenija) odvzeli 30 kostno-hrustančnih vzorcev 
valjaste oblike velikosti 10 x 6 mm (dolžina x premer). Po odvzemu smo vzorce prenesli v 
medij za gojenje celic (Dulbecco modified Eagle medium [DMEM/F-12], gentamicin [50 
mg/mL] in amphotericin B [2mg/mL]; proizvajalec Gibco, Paisley, Velika Britanija) in jih 
hranili pri temperaturi 4˚C. 27 vzorcev smo brez povezave s posameznim dajalcem 
razporedili v skupine za analizo po priloženem protokolu (tabela 4). 
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3.3.2 Tretiranje  vzorcev hrustanca z lidokainom in vitro 
 
Pridobljene vzorce smo v obliki kostno-hrustančnih čepov v celoti (nerazrezane) izpostavili 
koncentracijam lidokaina 2% in 0,04% (Xylocaine, AstraZeneca, Velika Britanija) tako, da smo 
jih potopili v pripravljene raztopine lidokaina in medija DMEM pri sobni temperaturi v 
trajanju 30 minut, 2 uri in 24 ur. Kontrolno skupino smo tretirali enako, brez dodanega 
lidokaina. Pri vsaki kombinaciji koncentracije in časa smo uporabili 3 vzorce hrustanca. Po 
pretečenem inkubacijskem času smo tretirane vzorce ponovno premestili v celični medij 
DMEM do analize na konfokalnem mikroskopu. 
 
 
 
 
     24 ur   
 
  
Čas izpostavljenosti 
2h   
 
  30 minut   
Konc. lidokaina  2% 0,04% Kontrola  2% 0,04% Kontrola  2% 0,04% Kontrola 
Število vzorcev  3 3 3  3 3 3  3 3 3 
             
Tabela 4. Protokol tretiranja vzorcev hrustanca zdravih donorjev z različnimi koncentracijami lidokaina v 
različnih časovnih intervalih. 
 
3.3.3 Priprava vzorcev in analiza na konfokalnem mikroskopu 
 
Kostno-hrustančne čepe smo razcepili na kostno-hrustančnem stiku in tako pridobili 
hrustančne diske velikosti 6 mm (premer) x 2-4 mm (debelina hrustanca). Da bi odstranili 
robne površine in se izognili artefaktom zaradi manipulacije vzorcev, smo iz pridobljenih 
hrustančnih diskov v srednjem delu s skalpelom vertikalno izrezali 3 do 5 rezin debeline 0,3 
do 0,5 mm. Pridobili smo rezine hrustančnega tkiva pravokotne oblike, kjer daljši stranici 
predstavljata sklepno površino hrustanca, lamina splendens, in globoko plast hrustanca na 
meji s kostjo (slika 8).  
Tako pridobljene rezine smo obarvali z LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay Kit (Molecular 
probes Inc., Eugene, Oregon ZDA) po navodilih proizvajalca. Preparat je namenjen obarvanju 
živih in mrtvih celic za opazovanje pod fluorescentnim mikroskopom in vsebuje dva 
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fluorogena reagenta: kalcein AM (Ca-AM) in etidium homodimer-1 (EthD-1). Ca-AM je za 
celično membrano prehoden esterazni substrat, ki pasivno difundira v citoplazmo. Po 
znotraj-celični encimatski hidrolizi acetoksi-metil-esterskega dela ostane za membrano 
neprehodni kalcein, ki ujet znotraj celične membrane, emitira zeleno fluorescenco (517 nm) 
pri vzbujanju z modro lasersko svetlobo (494 nm). Ta reakcija kaže na intaktno celično 
membrano, zato celice z emitiranjem zelene fluorescence štejemo, kot žive celice. 
 
 
Slika 8. Priprava hrustančne rezine za analizo na konfokalnem mikroskopu. 
 
EthD-1 je neprehoden za intaktno celično membrano in ne vstopa v žive celice, lahko pa 
difundira skozi porozno membrano apoptotičnih ali mrtvih celic. Reagent ima visoko 
afiniteto za vezavo na nukleinske kisline in emitira svetlo rdečo svetlobo (617 nm) pri 
vzbujanju z zeleno lasersko svetlobo (528 nm) – Hicks in sod., 2006. Rezine smo inkubirali v 
raztopini DMEM in 2 µM Ca-AM in 4 µM EthD-1 za 30 minut pri temperaturi 20 do 25˚C. Po 
končanem postopku barvanja smo rezine ponovno premestili v medij DMEM. Ves čas 
barvanja in do vstavitve rezin v mikroskop smo posode ščitili pred vplivom dnevne svetlobe.  
S takšnim postopkom barvanja smo v vseh vzorcih določili tako žive, kot mrtve celice. 
Postopek smo dodatno preverili s kontrolama – vzorci svežega nativnega hrustanca brez 
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tretiranja z LA so pokazali 100% živih hondrocitov, vzorci, pred barvanjem tretirani z 
metanolom, pa so pokazali 100% mrtvih celic. 
Za analizo smo iz vsakega hrustančnega vzorca (diska) naključno izbrali 3 izmed 5 
pripravljenih hrustančnih rezin. Uporabili smo laserski konfokalni mikroskop Leica TCS SP5 
(Leica microsystems Gmbh, Nemčija). Mikroskop uporablja multifotonsko konfokalno 
tehnologijo in omogoča optično seciranje tkiv, neodvisno od debeline vzorca. Za vsako rezino 
tkiva smo ročno določili globino z največjo koncentracijo celic in zajeli digitalni posnetek na 
arealu 1550x1550 µm, zajeti digitalni posnetek velikosti 512x512 točk. Vsak posnetek je 
vseboval sliko optične mikroskopije ter ločena digitalna kanala s sliko živih in sliko mrtvih 
celic.  
Posnetke smo kvantitativno analizirali z računalniškim programom ImageJ (National Institutes 
of Health, ZDA). Vse posnetke smo ločeno analizirali za žive in mrtve celice. Posnetke smo 
pretvorili v 8-bitne črno-bele slike in pod enakimi pogoji prilagoditve svetlobe in kontrasta 
digitalno prešteli okrogle partikle velikosti med 5 in 150 točk.  Tako smo pridobili za vsak 
preiskovani vzorec ločeno število živih in mrtvih celic. Živost (viabilnost) hondrocitov smo 
določili kot razmerje med številom živih celic in številom vseh celic (žive + mrtve).  
 
 
Slika 9. Prikaz hrustančnega tkiva na konfokalnem mikroskopu. Črno-bela optična slika pri 100x povečavi - 9A, 
po barvanju z reagentom živi/mrtvi - kanal za prikaz živih celic (zeleno) - 9B in po barvanju z reagentom 
živi/mrtvi - kanal za prikaz mrtvih celic (rdeče) - 9C. 
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Laboratorijski del raziskave smo izvedli na Inštitutu za patološko fiziologijo UL MF, analizo na 
konfokalnem mikroskopu pa na Inštitutu za fiziologijo Medicinske fakultete Univerze v 
Mariboru. Podoben protokol odvzema in meritev je bil pri nas že večkrat uporabljen (Drobnič 
in sod., 2005; Brecelj in sod., 2007). 
 
3.3.4 Statistična analiza podatkov 
 
Tako pridobljene podatke smo statistično ovrednotili z dvosmerno ANOVA za analizo 
preživetja med skupinami glede na koncentracijo lidokaina in glede na čas izpostavljenosti 
lidokainu ter dodatno s Tukey-evim testom za oceno signifikantnosti razlik med njimi (IBM 
SPSS Statistics, IBM, Armonk, NY, ZDA). Indeks velikosti učinka in statistično moč smo 
izračunali z G*Power 3.1.7; Universität Kiel, Nemčija. 
 
3.4 Vpliv dejanske koncentracije LA na degeneriran hrustanec v 
kolenskem sklepu 
 
3.4.1 Vključeni bolniki in odvzem vzorcev degeneriranega hrustanca pri operacijah za 
vstavitev TEP kolena 
 
Pri bolnikih z artrozo kolena, ki so bili predvideni za vstavitev popolne endoproteze kolena 
(TEP), smo z injekcijo LA pred operacijo ocenjevali vpliv LA na sklepni hrustanec v in vivo 
razmerah. Operacija za vstavitev TEP kolena vključuje kirurški vstop v koleno z artrotomijo, 
resekcijo sklepnih površin distalne stegnenice, proksimalne golenice in občasno tudi 
pogačice. Razširjenost artroze ocenjujemo glede na okvaro posameznih delov sklepa – 
kompartmentov: femorotibialni medialni, femorotibialni lateralni in patelofemoralni. Artroza 
večinoma zajema pretežno en ali dva kompartmenta, tudi če zajema vse tri kompartmente, 
lahko najdemo predele delno ohranjenega hrustanca, ki so bili manj mehansko obremenjeni. 
V raziskavo smo vključili 22 bolnikov, ki smo jih operirali in jim vstavili TEP kolena. Naključno 
smo jih porazdelili v dve skupini.  
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Pri prvi skupini 10 bolnikov je bila povprečna starost 70 let, 5 moških in 5 žensk, 6 levih in 4 
desna kolena, pri vseh smo predhodno ugotovili napredovalo deformantno artrozo, ki je 
zahtevala vstavitev umetnega sklepa. Pri tej skupini smo po uvedbi spinalne anestezije in po 
pripravi operacijskega polja v prosto sklepno votlino (zgornji recesus) kolenskega sklepa 
injicirali 10 ml 2% lidokaina (Xylocaine, AstraZeneca, Velika Britanija). Koleno smo na 
operacijski mizi pasivno desetkrat pokrčili od 0 do 90 stopinj. Po standardnem kirurškem 
vstopu v koleno smo si prikazali sklepni del distalne stegnenice. Približno 30 minut po 
injekciji lidokaina v koleno smo iz kompartmenta, kjer so artrotične spremembe najmanj 
izrazite, odvzeli kostno-hrustančne čepe premera 6 mm ter jih inkubirali v celičnem mediju 
DMEM pri temperaturi 4°C do analize na konfokalnem mikroskopu.  
Pri drugi skupini 12 bolnikov je bila povprečna starost 69 let, 6 moških, 6 žensk, 5 desnih, 7 
levih kolen, z enakimi indikacijami za poseg, smo izvedli enake postopke brez predhodne 
injekcije lidokaina. Tako pridobljene vzorce smo inkubirali za 30 minut v epruveti z 2% 
lidokainom (Xylanest, AstraZeneca, Velika Britanija) in jih nato prenesli v medij DMEM ter jih 
shranili pod enakimi pogoji pri temperaturi 4˚C do analize na konfokalnem mikroskopu.  
Pri bolnikih iz druge skupine smo odvzeli dodatno še drugo serijo vzorcev na enak način in jih 
prenesli direktno v celični medij DMEM brez izpostavljenosti lidokainu z namenom notranje 
kontrole. Uporabili smo vzorce 9 pacientov, 3 smo zavrgli zaradi napredovalih artrotičnih 
sprememb z destrukcijo hrustanca. 
Vse operacije je izvedel isti ortopedski kirurg v Ortopedski bolnišnici Valdoltra. 
 
3.4.2 Priprava vzorcev in analiza na konfokalnem mikroskopu 
 
Vzorce smo pripravili za analizo enako, kot v prejšnjem sklopu raziskave, ko smo analizirali 
hrustanec mrtvih dajalcev – glej točko 3.3.3.   
Pripravo in analizo vzorcev na viabilnost hondrocitov smo izvedli na konfokalnem 
mikroskopu, enako kot v prejšnjem sklopu raziskave  
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3.4.3 Statistična analiza podatkov 
 
Pridobljene podatke smo statistično analizirali z dvosmerno ANOVA za analizo preživetja 
med skupinami in dodatno z metodo Kruskal-Wallisovega testa (ANOVA za neparametrične 
podatke) za analizo razlike preživetja hrustančnih celic med skupinami glede na 
izpostavljenost hrustanca LA in časa inkubacije (IBM SPSS Statistics, IBM, Armonk, NY, ZDA). 
Indeks velikosti učinka in statistično moč smo izračunali z G*Power 3.1.7; Universität Kiel, 
Nemčija. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Klemen Ravnihar, Vpliv lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec v kolenu. 
Doktorska disertacija, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, 2018 
49 
 
4 REZULTATI 
 
4.1 Toksični učinek lokalnega anestetika na hrustančne celice pridobljene 
z biopsijo v različnih vrstah anestezije 
 
Pri 49 pacientih smo z artroskopijo kolena v splošni, spinalni in lokalni anesteziji odvzeli 
biopsijo hrustanca.  
Pri analizi opazovane skupine nismo našli statistično pomembnih razlik v starosti (povprečno 
27 let, 29 let in 32 let, v tem vrstnem redu), v trajanju operacije (36 minut, 37 minut in 39 
minut) ali vrsti izvedenega posega (P>0,05). 
V skupini s splošno anestezijo smo poleg običajne artroskopije za odvzem biopsije hrustanca 
napravili še dodaten znotraj-sklepni poseg (oskrba okvare ali poškodbe meniska, hrustanca, 
ligamentov ali kombinacije teh) pri 6 bolnikih (50%), v skupini s spinalno anestezijo pri 10 
bolnikih (56%) in v skupini z lokalno anestezijo pri 9 bolnikih (47%). 
 
 Vrsta anestezije  
 
Splošna 
(N=12) 
Spinalna 
(N=18) 
Lokalna 
(N=19) 
Vrednost P 
Povprečna starost (leta) 27 (15-42) 29 (19-43) 32 (14-44) P>0,05 
Trajanje operacije (min) 36 (24-48) 37 (23-50) 39 (31-55) P>0,05 
Samo biopsija : dodaten poseg  6:6 8:10 10:9 P>0,05 
 
Tabela 5. Podatki bolnikov, trajanja in vrste posega po različnih tipih anestezije uporabljene za artroskopski 
odvzem hrustanca, razlike med skupinami so statistično neznačilne (P>0,05). 
 
Pri analizi podatkov iz procesa laboratorijskega gojenja hondrocitov prav tako nismo našli 
statistično pomembnih razlik (P>0,05) pri teži biopsijskega vzorca (110 mg, 178 mg in 130 
mg), celični viabilnosti v biopsijskih vzorcih (67%, 69% in 78%), celični viabilnosti v primarnih 
kulturah (95%, 95% in 95%) ali v populacijskih podvojitvah celičnih kultur (podvojitveni faktor 
5.2, 5.2 in 5.2) – tabela 6.  
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 Vrsta anestezije  
 
Splošna 
(N=12) 
Spinalna 
(N=18) 
Lokalna 
(N=19) 
Vrednost P 
Teža vzorca (mg) 110 (54-321) 178 (64-500) 130 (50-780) 0,36 
Viabilnost celic v vzorcu (%) 67(47-89) 69(37-94) 78(53-95) 0,10 
Viabilnost celic v primarnih 
kulturah (%) 
95(88-98) 95(93-98) 95(88-99) 0,56 
Celične podvojitve (faktor) 5,2(3,6-6,6) 5,2(4,0-7,2) 5,2(3,8-7,2) 0,90 
 
Tabela 6. Primerjava odvzetih vzorcev hrustanca in gojenja celic v celičnih kulturah, vzorci odvzeti z različnimi 
tipi anestezije pri pacientih predvidenih za vsaditev avtolognih gojenih hondrocitov. 
 
S post-hoc testi smo dodatno opredelili razlike med splošno (n=12, AS 0,67; SD 0,11), 
spinalno (n=18; AS 0,69; SD 0,13) in lokalno anestezijo (n=19; AS 0,78; SD 0,12). Indeks 
velikosti učinka je 0,425 in statistična moč 0,73. 
Tudi v morfologiji celic v primarnih kulturah nismo našli razlik glede na različne tipe 
anestezije.  
 
4.2 Dejanska koncentracija LA v kolenu po znotraj-sklepni aplikaciji 
 
Pri 10 bolnikih (8 moških, 2 ženski), povprečna starost 42 let (19 do 55) smo napravili 
artroskopijo kolena v lokalni anesteziji zaradi okvare ali poškodbe meniska, poškodbe ali 
druge patologije sklepnih ligamentov in začetne artroze. 
Pri 7 bolnikih pred operacijo nismo ugotovili sklepnega izliva – stopnja A, po IKDC klasifikaciji 
(angl. International knee documentation committee), pri 3 bolnikih smo ugotovili minimalen 
izliv – stopnja B po IKDC – tabela 7. 
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Bolniki s terapevtsko artroskopijo kolena 
(N=10) 
Povprečna starost (leta)  42 (19-55)  
Primarna diagnoza (število) Okvara 
meniska (5)  
Poškodba 
ligamenta (3) 
Začetna 
artroza (2) 
Klinična ocena izliva 
pred operacijo (IKDC)  
A – normalno (7) B – skoraj normalno (3) 
 
Tabela 7. Starost, vodilna patologija in stopnja izliva v kolenu pri bolnikih vključenih v odvzem vzorcev za 
meritve znotraj-sklepne koncentracije LA. 
 
Povprečna izmerjena koncentracija lidokaina z deklarirano in na embalaži navedeno utežno 
koncentracijo (w/v) 2% ali 20 mg/ml je bila 16.5 mg/ml (razpon 13,6-17,1 mg/ml; SD 1,18; 
SEm 0,42), kar je 1,65% (w/v). Izmerjena razlika med našo meritvijo in deklarirano 
koncentracijo farmacevtskega pripravka je -0,35 mg/ml. 
Podatki za vsakega bolnika/meritev so predstavljeni v tabeli 8. Rezultate dveh bolnikov smo 
izločili zaradi prevelikega odstopanja (koncentracija lidokaina 0 in 2452 mg/L). 
Izmerjena znotraj–sklepna koncentracija 10 do 15 minut po aplikaciji injekcije lidokaina je 
bila izrazito manjša in sicer  0,225 mg/ml (razpon 0,06-0,37 mg/ml; SD 0,12; SEm 0,04), torej 
povprečno 0,02% (0,2 mg/ml). Ker so bile izmerjene koncentracije zelo nizke, smo za 
nadaljnje postopke s tretiranjem hrustančnih vzorcev z LA uporabili najvišjo izmerjeno 
vrednost: 0,04% (0,37 mg/ml).  
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Starost 
bolnika 
Glavna diagnoza Izliv 
klinično  
(po IKDC) 
Čas od 
aplikacije 
(min) 
Opis vzorca 
pri analizi 
Koncentracija 
v injekciji  
(mg/ml) 
Koncentracija 
v kolenu  
(mg/ml) 
Faktor 
zmanjšanja 
koncentracije 
 57 Ruptura medialnega meniska A - normal 13 Temno rdeča kri 17,093 0,055 310 
 50 Ruptura medialnega meniska, 
okvara hrustanca medialno 
A - normal 10 Svetlo roza serum 16,673 0,087 191 
 42 Skakalno koleno, parapatelarna 
sinovialna guba 
A - normal 10 Temno rdeča kri 17,011 0,314 54 
 57 Ruptura medialnega meniska, 
kontraktura sklepa 
A - normal 11 Serum 16,942 0,338 50 
 31 Ruptura medialnega meniska, 
okvara hrustanca medialno 
B - nearly 
normal 
15 Roza serum 16,425 0,260 63 
 38 Adhezije pod pogačico, delna 
okvara spr. križne vezi 
B - nearly 
normal 
13 Svetla kri, gost, 
zdrizast 
13,591 0,150 90 
 21 Okvara sklepnega hrustanca, 
parapatelarna sinovialna guba 
A - normal 11 Svetla kri, gost, 
zdrizast 
16,959 0,229 74 
 51 Delna okvara spr. križne vezi, 
patelofemoralna artroza 
A - normal 13 Temna kri 17,014 0,366 46 
Statistične vrednosti:       
 AS   43,7 
SD   12,86 
SEm  4,46 
Odstotna koncentracija (w/v) 
 AS  12,1 
SD    1,77 
SEm 0,63 
      / 
 AS 16,466  
SD  1,183 
SEm 0,418 
1,65% 
AS  0,225  
SD  0,116 
SEm 0,041 
0,02% 
AS    73 
SD    93 
SEm 33 
    / 
 
Tabela 8. Primerjava vzorcev sklepne tekočine,  odvzetih  pri artroskopijah kolenskega sklepa v lokalni 
anesteziji.  
 
Koncentracija lidokaina v sklepu je bila povprečno 73-krat nižja (razpon 46-310x, SD 93,6; 
SEm 33,1) od tiste, ki smo jo infiltrirali z injekcijo v koleno. V tem relativno majhnem vzorcu 
in v razmeroma kratkem času izmerjena znotraj-sklepna koncentracija ni bila odvisna od 
predhodno prisotnega sklepnega izliva ali variabilnosti časa odvzema aspirata med 10 in 15 
minut po aplikaciji. 
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4.3 Viabilnost hondrocitov v hrustančnih eksplantih in vitro po 
izpostavljenosti dejanski znotraj-sklepni koncentraciji  
 
Pri analizi viabilnosti hondrocitov pri hrustančnih eksplantih, ki smo jih tretirali z različnima 
koncentracijama lidokaina v primerjavi s kontrolno skupino v celičnem mediju DMEM in v 
časovnih intervalih 30 minut, 2 uri in 24 ur smo ugotovili progresivno zmanjšanje preživetja 
hrustančnih celic v odvisnosti od časa izpostavljenosti in koncentracije lidokaina.  
 
 Čas izpostavljenosti lidokainu  
 
      30 min        2h         24 h   
Konc. Lidokaina 2% 0,04% Kontrola 2% 0,04% Kontrola 2%   0,04% Kontrola 
Vzorec 1 
(delež 
 živih  
 celic) 
0,95 0,98 0,98 0,89 0,94 0,97 0,77 0,91 0,93 
Vzorec 2 0,89 0,97 0,95 0,90 0,97 0,97 0,84 0,97 0,94 
Vzorec 3 0,95 0,98 0,97 0,94 0,98 0,96 0,75 0,90 0,93 
Viabilnost (povp.) 94% 97% 97% 91% 97% 97% 79% 92% 93% 
SD 0,035 0,006 0,015 0,026 0,021 0,006 0,047 0,038 0,006 
SEm 0,020 0,033 0,009 0,015 0,012 0,003 0,027 0,021 0,003 
 
Tabela 9. Viabilnosti hondrocitov po časovnih intervalih 30 minut, 2 uri in 24 ur in izpostavljenosti lidokainu 2%, 
0,04% in DMEM (Kontrola). 
 
V skupini 30 minut je bilo povprečno preživetje celic 94% (razpon 89-95%; SD 0,035; SEm 
0,020 ) za 2% lidokain in 97% (razpon 97-98%; SD 0,006; SEm 0,033) za 0,04% lidokain. 
Kontrolna skupina je imela povprečno preživetje celic 97% (razpon 95-98%; SD 0,015; SEm 
0,009). 
V skupini 2 uri je bilo povprečno preživetje celic 91% (razpon 89-94%; SD 0,026; SEm 0,015) 
za 2% lidokain in 97% (razpon 94-98%; SD 0,021; SEm 0,012) za 0,04% lidokain. Kontrolna 
skupina je imela povprečno preživetje celic 97% (razpon 96-97%; SD 0,006; SEm 0,003).  
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V skupini 24 ur je bilo povprečno preživetje celic 79% (razpon 75-84%; SD 0,047; SEm 0,027) 
za 2% lidokain in 92% (razpon 91-92%; SD 0,038; SEm 0,021) za 0,04% lidokain. Kontrolna 
skupina je imela povprečno preživetje celic 98% (razpon 95-100%; SD 0,006; SEm 0,003). 
 
Statistična primerjava posameznih skupin z dvosmerno ANOVA je pokazala, da 2% lidokain 
statistično značilno zmanjša delež živih celic v primerjavi s kontrolo po 24 urah (P<0,0001).  
 
  
Slika 10.  Odstotek živih hondrocitov v odvisnosti od časa izpostavljenosti različnim koncentracijam lidokaina 
(0,04% in 2%), kontrola so hrustančni eksplanti izpostavljeni celičnimu mediju DMEM. * P<0,0001 
 
Druge primerjave so prikazane na diagramu - slika 11: po 24 urah se je skupina tretirana z 2% 
lidokainom pomembno razlikovala od kontrolne skupine in od skupine tretirane z 0,04% 
lidokainom (P<0,0001). Hkrati pa se je pomembno razlikovala tudi od skupine z 2% 
lidokainom s krajšim časom izpostavljenosti: po 30 minutah in 2 urah (P=0,012). 
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Slika 11. Delež živih hondrocitov glede na koncentracijo lidokaina v treh časovnih intervalih (30 min, 2h in 24h), 
navečji je upad viabilnosti pri skupini z 2% lidokainom, skupina 0,04% je enaka kontrolni skupini, kontrola so 
hrustančni eksplanti izpostavljeni celičnimu mediju DMEM. * P<0,05 
 
Pri skupini izpostavljeni 2% lidokainu je opazna pomembna razlika med 24-urnim tretiranjem 
in 30-minutnim ali 2-urnim. Med časom in koncentracijo lidokaina obstaja statistično 
pomembna interakcija (P<0,0001). 
Indeks velikosti učinka tretjega dela raziskave je 0,64 in statistična moč 0,75. 
Iz teh podatkov lahko razberemo, da čas in koncentracija lidokaina pomembno vplivata na 
zmanjšanje deleža živih hondrocitov, torej s časom viabilnost hondrocitov pri tretiranju z 
lidokainom upada. 
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4.4 Vpliv dejanske koncentracije LA na degeneriran hrustanec v 
kolenskem sklepu 
 
Operirali smo 22 bolnikov za vstavitev TEP kolena. V prvi skupini 10 bolnikov je bila 
povprečna starost 70 let (59-82 let), 15 minut pred operacijo (30 minut pred odvzemom 
vzorca) smo v koleno injicirali 2 ml 2% lidokaina. Vzorce hrustanca smo do analize hranili 
povprečno 4 dni (razpon 1-12 dni; SD 4,3; SEm 1,36). V drugi skupini 12 bolnikov je bila 
povprečna starost 69 let (62-75 let), 30 minut po začetku operacije smo odvzeli vzorce 
hrustanca in jih takoj potopili v raztopino 2% lidokaina za 30 minut. Vzorce hrustanca smo do 
analize hranili povprečno 7 dni (razpon 1-15 dni; SD 5,5; SEm 1,57). Tretja skupina (kontrola) 
je bila sestavljena iz bolnikov druge skupine, vendar smo rezultate 3 bolnikov izločili zaradi 
prevelikega odstopanja (artrotično okvarjen hrustanec). Vzorcev v tej skupini nismo 
izpostavili lidokainu, prenesli smo jih direktno v celični medij DMEM. 
 
Način tretiranja z 2% lidokainom 
 
Pred operacijo v 
koleno 
(N=10) 
Hrustanec v 
epruveto 
(N=12) 
Hrustanec v 
celičnem mediju 
(N=9) 
Povprečna starost (leta) 70 (59-82) 69 (62-75) 69 (62-75) 
Čas izpostavljenosti lidokainu (min) 30 30 0 
Čas hranjenja vzorca do analize (dni) 4 (1-12) 7 (1-15) 7 (1-15) 
 
Tabela 10. Podatki o bolnikih in odvzetih vzorcih za meritev vpliva toksičnosti LA na degenerativno 
spremenjene sklepne površine pri bolnikih operiranih za vstavitev popolne endoproteze kolena. 
 
Pri analizi viabilnosti hondrocitov v vzorcih artrotičnega hrustanca, odvzetih pri operacijah za 
vstavitev endoproteze kolena, nismo ugotovili pomembnih razlik v preživetju med 
skupinami.   
V skupini, ki je prejela injekcijo lidokaina v koleno pred začetkom operacije, je bilo povprečno 
preživetje hrustančnih celic 85% (razpon 69-98%; SD 0,100; SEm 0,031). V skupini, kjer smo 
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vzorec hrustanca po odvzemu za 30 minut potopili v lidokain, je bilo povprečno preživetje 
celic 80% (razpon 56-97%; SD 0,143; SEm 0,041). V kontrolni skupini, kjer smo vzorec 
hrustanca le prenesli v celični medij je bilo povprečno preživetje 80% (razpon 44-100%; SD 
0,200; SEm 0,667). 
 
Način tretiranja hrustanca 
 
Lidokain 2% v koleno 
(N=10) 
Lidokain 2% v epruveto 
(N=12) 
Kontrola v DMEM 
(N=9) 
Delež živih celic: 0,69 0,84 1 
 0,85 0,69 0,97 
 0,94 0,97 0,44 
 0,81 0,9 0,53 
 0,74 0,56 0,73 
 0,78 0,8 0,88 
 0,96 0,64 0,76 
 0,98 0,6 0,93 
 0,94 0,89 0,94 
 0,85 0,91 
  
 
0,96 
  
 
0,87 
 Povprečje: 
(odstotek) 
0,85 
85% 
0,8 
80% 
0,8 
80% 
SD 0,100 0,143 0,200 
SEm 0,031 0,041 0,667 
 
Tabela 11. Viabilnost hondrocitov v vzorcih, odvzetih pri operacijah za vstavitev endoproteze kolena. 
 
Pri statistični analizi  z dvosmerno ANOVA za analizo preživetja so bile razlike med skupinami 
statistično nesignifikantne (P=0,46), dodatna analiza z metodo Kruskal-Wallisovega testa 
prav tako ni pokazala statistično pomembnih razlik med skupinami (P=0,90). Indeks velikosti 
učinka vseh meritev četrte faze raziskave je 0,40 in statistična moč 0,46. 
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Slika 12. Viabilnost hondrocitov v degenerativno spremenjenem hrustancu kolena po izpostavitvi LA in vivo ter 
in vitro. 
 
Ker smo imeli pri tem delu raziskave na voljo tudi parne vzorce, smo dodatno analizirali 
parne podatke; torej podatke, kjer je za istega pacienta na voljo vzorec v tretiran z 
lidokainom in kontrolni vzorec v DMEM. Tudi tukaj ni bilo opaziti pomembnega učinka 
lidokaina na preživetje hondrocitov, razlika je statistično nesignifikantna (P=0,69). 
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5 ODGOVORI NA HIPOTEZE 
 
5.1 Aplikacija LA pri artroskopiji kolena nima toksičnega učinka na celice 
v biopsijah sklepnega hrustanca namenjenih gojenju avtolognih 
hondrocitov. 
 
Hipotezo smo potrdili. Artroskopija v lokalni anesteziji ni pokazala razlik v viabilnosti 
hondrocitov v biopsijkih vzorcih, v primarnih kulturah ali pri populacijskih podvojitvah 
gojenih celic v primerjavi z artroskopijo v spinalni ali splošni anesteziji. Zaključimo lahko, da 
enkratna znotraj-sklepna injekcija lidokaina ne vpliva na kvaliteto hrustanca odvzetega pri 
artroskopiji v lokalni anesteziji.  
 
5.2 Dejanska koncentracija LA v kolenu in vivo je izrazito nižja od 
pričakovane glede na aplicirano koncentracijo 
 
Hipotezo smo potrdili. Izmerjena koncentracija v aspiratu kolena pred artroskopijo je bila 
povprečno 73-krat nižja od začetne v injekciji. 
 
5.3 Dejanska koncentracija LA, ki je prisotna v kolenu po aplikaciji, ne 
vpliva na viabilnost hondrocitov v hrustančnih eksplantih in vitro. 
 
Hipotezo smo potrdili. V sklepu izmerjena najvišja 0,04% koncentracija lidokaina ni imela 
pomembnega toksičnega učinka na hrustančne eksplante in vitro. S farmacevtsko 
pripravljeno 2% koncentracijo lidokaina smo dokazali naraščajoči trend upadanja živosti 
hondrocitov v časovnih intervalih 30 min, 2 uri in 24 ur. 
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5.4 Aplikacija LA pred artroplastiko kolena nima vpliva na viabilnost 
hondrocitov v degenerativno spremenjenem sklepnem hrustancu. 
 
Hipotezo smo potrdili. Enkratna injekcija lidokaina v koleno z artrotičnim hrustancem, niti 
kratkotrajna ex vivo izpostavljenost degenerativno spremenjenega hrustanca lidokainu, 
nimata pomembnega vpliva na viabilnost hondrocitov.  
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6 RAZPRAVA 
 
Nobena od raziskav v sklopu doktorske naloge ni potrdila pomembnega škodljivega vpliva 
enkratne znotraj-sklepne aplikacije lidokaina ali škodljivosti kratkotrajne izpostavljenosti 
sklepnega hrustanca v kolenu lidokainu. 
Z modelom raziskave, ki smo ga uporabili v tej nalogi in s pridobljenimi rezultati smo 
pokazali, da lidokain najverjetneje nima tako izrazitega toksičnega vpliva na sklepni 
hrustanec v kolenu, kot bi pričakovali glede na predhodno objavljene študije.  
V prvem delu raziskave smo z analizo podatkov pridobljenih iz opravljenih artroskopij kolena 
z različnimi vrstami anestezije potrdili, da uporaba LA lidokaina za enkratno predoperacijsko 
lokalno anestezijo kolenskega sklepa ne predstavlja nevarnosti za okvaro sklepnega 
hrustanca. Merjenje celičnih parametrov pri gojenju avtolognih hondrocitov, ki smo jih 
analizirali, predstavljajo zelo zanesljiv vir podatkov, saj je protokol biopsije in kultivacije 
popolnoma definiran in na vsaki stopnji nadzorovan (Educell d.o.o., Ljubljana, Slovenija). Le 
dejavniki in učinki pred biopsijo bi lahko vplivali na morebitne spremembe pri kultivaciji celic. 
Pri analizi vstopnih podatkov je edini spremenljivi vstopni podatek vrsta anestezije pri 
artroskopiji. V primeru, da bi lidokain pri lokalni anesteziji povzročil toksični učinek na 
hrustanec, bi to pokazali s spremembami  v uspešnosti gojenja celic (slabši potencial rasti in 
razmnoževanja celic), kot spremenjeno strukturo ali z zmanjšano viabilnostjo celic v tkivnih 
biopsijah. Analiza izključuje možnost takšnega vpliva in potrjuje hipotezo, da aplikacija LA pri 
artroskopiji kolena nima toksičnega učinka na celice v biopsijah sklepnega hrustanca 
namenjenih gojenju avtolognih hondrocitov. 
Podobnih raziskav o sklepni uporabi LA in z uporabo kliničnih podatkov ni na voljo, posebej 
pa ni najti raziskav, ki bi ovrednotile morebitni toksični učinek LA z analizo celic namenjenih 
transplantaciji pri gojenju v laboratoriju. Iz kliničnega okolja lahko najdemo le številna 
poročila o uspešnosti artroskopije kolena v lokalni anesteziji na velikih serijah bolnikov brez 
pomembnih zapletov (Ngo in sod., 1985; Dahl in sod., 1990; Maldini in Miskulin, 2006). 
Ostale klinično osnovane raziskave so le analizirale pojave primerov pooperacijske 
hondrolize po različnih operacijah z uporabo LA. Te raziskave smo opisali v poglavju 1.5 - 
Škodljivi vpliv lokalnih anestetikov na sklepni hrustanec.  
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Pri pregledu literature lahko sicer najdemo članke o raziskavah, pri katerih so dokazali 
škodljivi vpliv LA na hrustanec. Chu in sod., 2006, so med prvimi poročali o 99% smrtnosti oz. 
apoptozi hondrocitov pri izpostavljenosti celičnih kultur hondrocitov v alginatnem gelu z 
bupivakainom v primerjavi s kontrolno skupino v fiziološki raztopini (20% smrtnost). Nadalje 
sta Karpie in Chu, 2007, pokazala več kot 30% smrtnost celic pri 1-urni izpostavljenosti 
govejega hrustanca 1% lidokainu in vitro. 2008 so ponovno Chu in sod. dokazali 60% in 99% 
smrtnost hondrocitov pri uporabi 0,25% in 0,5% bupivakaina na govejem hrustancu. Dragoo 
in sod., 2010, so dovajali 1% lidokain in 0,25/0,5% bupivakain kontinuirano 24 ur na kulture 
hondrocitov in ugotovili visoko smrtnost celic. Tudi novejša raziskava Breu in sod., 2013, na 
eksplantih zdravega in artrotičnega človeškega hrustanca, ki so jih tretirali z novejšima LA 
mepivakainom in ropivakainom in vitro, je pokazala hondrotoksični učinek v odvisnosti od 
koncentracije in časa. Hondrotoksični učinek ropivakaina je bil izrazito manjši od 
mepivakaina in bupivakaina. Artrotični hrustanec je bil v navedenih raziskavah bolj občutljiv 
od intaktnega. Toksični učinek se prične najprej v površinskih slojih in se kaže s 
spremembami integritete membran, mitohondrijske DNA in spremembami celičnih jeder 
(Breu in sod., 2013).  
V nobeni od vključenih raziskav pa niso potrdili škodljivega učinka nizkih koncentracij LA. Že 
prej smo navedli, da so v raziskavi Chu in sod. ugotovili toksični učinek standardnih 
koncentracij 0,5% in 0,25% bupivakaina, učinek znižane koncentracije (0,125%) pa je bil 
podoben učinku fiziološke raztopine v kontrolni skupini. Dodatno so Bogatch in sod., 2010, 
pokazali le minimalno smrtnost celic govejih hondrocitov pri tretiranju z LA v puferirani 
raztopini pri kontrolirani vrednosti pH. V primeru mešanja s celičnim medijem podobnemu 
sklepni tekočini, pa je prišlo do padca pH s tvorbo kristalov. To kaže na morebitno kemično 
inkompatibilnost med raztopino anestetika in sklepno tekočino ter posledično okvaro 
hondrocitov. Gomoll in sod., 2009, so ugotovili le minimalne spremembe hrustančnega tkiva 
3 mesece po aplikaciji 0,25% bupivakaina v zajčji ramenski sklep in vivo. Ugotovili so 
povečano sintezo in koncentracijo proteoglikanov, kar morda kaže na povečane reparatorne 
procese v sklepu po sklepni injekciji LA. Chu in sod., 2010, so sicer kasneje ugotovili 
zmanjšanje celularnosti v volumsko nespremenjenem hrustančnem tkivu podganjega kolena 
6 mesecev po sklepni injekciji 0,5% bupivakaina. Piat in sod., 2012, so ocenjevali učinek in 
vivo aplikacije 2% lidokaina in 0,5% bupivakaina v kolenski sklep pri konjih. Ugotovili so 
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zmanjšane vrednosti biokemičnih markerjev degradacije hrustanca in povečane vrednosti 
markerjev sinteze hrustančnega matriksa, kar ponovno kaže na možen sekundarni anabolni 
učinek. Erden in sod., 2012, niso ugotovili vnetnih sprememb v sklepnih in obsklepnih tkivih 
po injekcijah bupivakaina v sklep podgane v in vivo razmerah. Nedavno je Iwasaki in sod., 
2016, objavil rezultate raziskave in vivo na kolenih podgan, v katera so več tednov zapored 
injicirali bupivakain in fiziološko raztopino. V dodatni skupini  so z resekcijo križnih 
ligamentov povzročili artrotične spremembe. Pri analizi čez 8, 16 in 24 tednov niso ugotovili 
razlik v celični strukturi sklepnega hrustanca in viabilnosti celic ali drugih poškodb na 
hrustancu, kar bi kazalo na škodljivi učinek LA bupivakaina. 
Novejši pregledni članek iz leta 2017 (Kreuz in sod.) so avtorji sistematično orientirali v 
raziskovanje učinka enkratne aplikacije LA na sklepni hrustanec. Dvanajst študij, ki so jih 
zajeli v metaanalizo, je potrdilo od vrste anestetika, doze in časa odvisno hondrotoksično 
delovanje LA. Slabša sta bila lidokain in bupivakain, manj je bil toksičen mepivakain. 
Analizirali so 9 in vitro zasnovanih raziskav (potrjen hondrotoksični učinek), 2 in vivo živalski 
študiji (ni toksičnega učinka LA, zmanjšana gostota hondocitov v eni študiji) in klinično-
laboratorijsko študijo iz 1. dela naše doktorske naloge, ki smo jo objavili v priloženem članku 
(ni škodljivega učinka LA na hondrocite).  
Zanimivo je predvsem to, da bolj, kot je raziskava zasnovana »in vivo«, manjši toksični učinek 
LA so raziskovalci dokazali. To potrjuje naše mnenje, da v naravnem kolenskem sklepu 
obstajajo mehanizmi, ki zmanjšujejo oz. nevtralizirajo takšen učinek LA. V primeru 
artroskopije kolena moramo v zvezi s tem izpostaviti predvsem dva fiziološko-tehnična 
dejavnika, ki bi lahko vplivala na nevtralizacijo toksičnega učinka. Prvi je padec koncentracije 
LA v sklepu takoj po njegovi aplikaciji, ki se nedvomno dogaja zaradi volumske distribucije, 
mešanja s sklepno tekočino, prehajanja LA v krvni obtok in drugih procesov, ki jih nismo 
natančneje raziskovali. Drugi dejavnik je hitro izplavljanje LA iz sklepa ob začetku operacije s 
pričetkom pretoka artroskopskega medija. Na tak način praktično zelo hitro odstranimo 
preostali LA iz sklepne votline.  
V drugem delu naše raziskave smo z analizo aspiratov kolena pred artroskopijo v lokalni 
anesteziji dokazali približno 50-kratno zmanjšanje koncentracije LA v kolenskem sklepu. S 
tem smo potrdili, da na hrustanec v kolenu deluje bistveno nižja (0,04%) koncentracija LA, 
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kot smo jo injicirali v sklep (2%) in kot je bila uporabljena v številnih ex vivo študijah, ki 
dokazujejo toksični učinek. Še več, v nekaterih študijah so celo potrdili, da LA v nizkih 
koncentracijah nima takšnega učinka (Lo in sod., 2009, Breu in sod., 2013, Kreuz in sod., 
2017). 
Po znotraj-sklepni aplikaciji se LA razporedi po celotnem volumnu sklepa in se 
pomeša/razredči s sklepno tekočino (Wallis in sod., 1985). Na voljo nimamo podatkov o 
vezavi LA na proteine v sklepni tekočini, vendar po analogiji vezave na plazemske proteine 
(60 do 80% vezava v plazmi, Routledge in sod., 1980) sklepamo, da se velik del aktivnih 
molekul LA veže na proteine tudi v sklepu. Verjetno se del LA veže tudi na druga tkiva v 
sklepu – sklepna ovojnica, meniski, ligamenti in sinovija. Preko sinovije LA tudi zelo hitro 
prehaja v sistemski krvni obtok. Ti dejavniki nedvomno močno zmanjšajo koncentracijo 
aktivnega LA, ki vpliva na sklepni hrustanec. Pri artroskopiji takoj po začetku posega sklep 
izpolnimo s pretočnim artroskopskim medijem, ki LA odstranjuje iz sklepa (Saunders in sod., 
1988). Pri takšnih odmerkih ostane tudi serumska vrednost LA v varnih mejah. Pri analizi 
številnih primerov zdravljenja oz. lokalne anestezije so bili sistemski učinki LA zelo redki 
(Massey in sod., 1988; Weiker in sod., 1991). Do sedaj ni bilo opravljenih kliničnih ali 
laboratorijskih študij, ki bi ocenjevale sklepno ali sistemsko koncentracijo LA po injekciji v 
koleno.  
V tretjem delu naše raziskave smo izvedli in vitro preizkus na eksplantih zdravega sklepnega 
hrustanca. Preizkusili smo učinek in vivo izmerjene koncentracije lidokaina (0,04%). 
Pričakovano nismo dokazali pomembnega toksičnega učinka na viabilnost hondrocitov. 
Podobno so Breu in sod.,2013, z zelo nizkimi koncentracijami LA raziskovali vpliv na artrotični 
hrustanec. Pri vzorcih, odvzetih pred operacijami za vstavitev TEP kolena, so vzporedno 
testirali morebitni toksični vpliv bupivakaina, ropivakaina in mepivakaina v dveh serijah. V 
prvi skupini so vzorce hrustanca razgradili s proteazami in nato gojili hondrocite v enoslojnih 
tkivnih kulturah. Izpostavljanje kultur standardnim terapevtskim in močno znižanim 
koncentracijam bupivakaina (0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%), ropivakaina (0,75%, 
0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%) in mepivakaina (2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 
0,0625%, 0,03125%) 1 uro pri pH vrednosti 7,0 je pokazalo pričakovano in že prej opisano 
hondrotoksičnost v odvisnosti od koncentracije in časa. Najmanj toksičen LA je bil ropivakain. 
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Ponovno pa koncentracije bupivakaina pod 0,25%, ropivakaina pod 0,75% in mepivakaina 
pod 1% niso imele toksičnega učinka, ta je bil primerljiv s kontrolnimi skupinami.  
Dodaten dejavnik, ki zmanjšuje škodljivi učinek LA, je dejstvo, da v sklepu in vivo deluje LA le 
na površino hrustanca in ne z vseh strani, kot bi oz. je deloval v in vitro razmerah na 
enoslojne ali amorfne celične kulture ali na proste tanke rezine hrustanca. V naši raziskavi 
smo v raztopine lidokaina potopili celotne kostno-hrustančne cilindre tako, da je lahko LA 
deloval le na površino hrustanca in obod hrustančnega cilindra. Preparat za analizo smo 
pridobili s postopkom odstranitve subhondralne kosti in nato vertikalnega rezanja v 
osrednjem delu hrustančnega čepa – slika 8, str. 43. Tako smo pridobili vertikalni sloj 
hrustanca, kjer je LA deloval le na zgornji, površinski del, podobno, kot v nativnem sklepu na 
površino hrustanca. Tudi pri naši analizi se je večina mrtvih celic pojavljala prav v zgornjem 
delu analiziranih rezin - slika 9, str. 44. V večini predhodno citiranih raziskav so izolirali 
hrustančne celice iz hrustanca z razgradnjo matriksa in jih nato direktno izpostavili LA (Chu in 
sod., 2006, Grishko in sod., 2010, Dragoo in sod., 2012, Breu in sod., 2013). To je po našem 
mnenju eden od možnih mehanizmov povečanega toksičnega učinka LA. V raziskavah, kjer so 
uporabili hrustančne čepe ali tridimenzionalne eksplante, so podobno, kot mi, ugotovili le 
površinsko delovanje LA s povečano smrtnostjo celic v površinskih slojih tkiva (Karpie in Chu, 
2007, Farkas in sod., 2010).  
V četrtem delu raziskave smo izvedli in vivo preizkus pri operacijah za vstavitev popolne 
kolenske endoproteze. Tudi v tej študiji nismo pokazali pomembnega toksičnega učinka 
enkratne predoperacijske aplikacije LA na sklepni hrustanec v kolenu. Pri skupini bolnikov, 
pri katerih smo izvedli predoperacijsko injekcijo 2% lidokaina v koleno in pri skupini, kjer smo 
pri operaciji odvzeli vzorce hrustanca in jih in vitro tretirali z 2% lidokainom, nismo ugotovili 
pomembnega hondrotoksičnega učinka ali pomembne razlike med serijama in kontrolno 
skupino. Pri obeh skupinah je bil čas izpostavljenosti razmeroma kratek – 30 minut, verjetno 
zato nismo dokazali toksičnega učinka v in vitro skupini. Glede in vivo skupine predvidevamo 
(tudi v skladu z ugotovitvami drugega dela raziskave), da se v tem času koncentracija LA tako 
zniža, da nima več nobenega učinka na tkivo.  
Ugotovili smo tudi zelo veliko heterogenost rezultatov, preživetje celic 44 do 100%. Pri 
globalnih artrozah kolena je bilo stanje sklepnega hrustanca intraoperacijsko zelo različno, 
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od popolne destrukcije v vseh kompartmentih, do fokalnih poškodb, pri katerih je lahko 
hrustanec v manj okvarjenem kompartmentu praktično intakten. Stanja hrustanca ob 
odvzemu nismo dodatno klasificirali, to je ena od možnih razlag variabilnosti rezultatov, saj 
je bil hrustanec na mestu odvzema nekaterih vzorcev po vizualni oceni operaterja 
morfološko že močno okvarjen. Tudi v tem delu smo uporabili enak način priprave rezin iz 
kostno-hrustančnih čepov - slika 8, torej smo vključili le površinsko delovanje LA. V že prej 
omenjeni raziskavi so Breu in sod., 2013, raziskovali vpliv LA na artrotični hrustanec. V prvi 
skupini so vzorce hrustanca razgradili in nato gojili v enoslojnih kulturah, v drugi seriji pa so 
odvzeli kostno-hrustančne čepe intaktnega in artrotičnega hrustanca in jih direktno 
izpostavili prej navedenim LA. Protokol odvzema čepov je vključeval izbiro področja z 
ohranjenim hrustancem in področja z močno artrotično spremenjenim hrustancem. Čepe so 
nato izpostavili različnim koncentracijam bupivakaina, ropivakaina in mepivakaina. Po 
določenem času so hrustančne čepe obarvali z reagenti za določitev živosti celic in jih nato 
vertikalno razrezali skozi hrustančni cilinder ter jih analizirali na konfokalnem mikroskopu. 
Uporabili so podoben način priprave hrustančnih rezin, kot smo ga uporabili v naši raziskavi. 
Nadaljnja analiza intaktnih kostno-hrustančnih čepov po izpostavljanju LA je pokazala 
hondrotoksičnost le pri vzorcih tretiranih z bupivakainom, vpliv ropivakaina in mepivakaina 
pa je bil zanemarljiv. Pri analizi artrotičnih čepov pa je bil toksični učinek bistveno večji, pri 
bupivakainu so opazili nekrozo celic v celotni debelni hrustanca, pri ropivakainu in 
mepivakainu pa le v vrhnjem sloju debeline 25 do 50 µm in 100 do 200 µm, v tem vrstnem 
redu.  
Iz navedenega lahko sklepamo, da je lahko intaktni vrhnji sloj sklepnega hrustanca, prav tako 
eden od pomembnih zaščitnih dejavnikov proti toksičnemu vplivu LA v kolenu. 
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7 OMEJITVE 
 
V prvem delu smo retrospektivno analizirali podatke, ki so bili zajeti iz poteka rutinskih 
kliničnih postopkov zdravljenja. Izbrali smo nekatere parametre, na katere bi lahko vplival 
LA, nismo pa imeli možnosti, da bi analizirali dodatne parametre vpliva LA na hrustančne 
celice – analiza genske ekspresije encimov razgradnje matriksa, proinflamatornih citokinov 
ali markerjev apoptoze. Vendar so dosegljivi podatki pravi prikaz in vivo kliničnih razmer. 
Glede na literaturo je to prva analiza o vplivu LA na sklepni hrustanec, ki je osnovana na 
kliničnih podatkih. Kirurške posege so izvedli različni kirurgi, pri operacijah se je pojavljala 
različna patologija, vendar nismo pri bolnikih ugotovili nobenih razlik v starosti, trajanju 
operacije ali v kvaliteti in teži biopsijskih vzorcev, zato smo privzeli vse tri skupine bolnikov za 
enake. 
V drugem delu smo analizirali zmanjšanje koncentracije LA po aplikaciji v koleno, ob tem 
nismo imeli na voljo podatkov o procesih v sklepu, ki povzročijo to zmanjšanje. Na primer 
primerjavo z očistkom drugih snovi ali metabolitov, kar bi nam dalo informacije o prehajanju 
snovi preko sinovialne membrane, o lokalnem krvnem obtoku in morebitni lokalni presnovi 
zdravil. Naš namen je bil sicer posneti dejanske klinične razmere, v kateri pride do 
zmanjšanja koncentracije LA zaradi procesov, ki jih nismo želeli usmerjeno raziskovati. 
Število bolnikov je bilo v tem delu razmeroma majhno, vendar ocenjujemo, da zadostno za 
izračun velikostnega razreda zmanjšanja koncentracije LA. 
V tretjem delu smo zaradi omejene dostopnosti do vzorcev hrustanca mrtvih dajalcev vse 
pridobljene vzorce združili v enotno serijo, jih tretirali z LA in kasneje analizirali. Pri tem bi 
lahko nastala heterogenost vzorcev zaradi razlik v stanju kolen različnih dajalcev, časa od 
nastopa smrti in razlik v času hranjenja vzorcev do tretiranja z LA in analize. Alibegović in sod. 
(2014) so sicer pokazali, da je viabilnost hondrocitov v kolenih mrtvih dajalcev ostala v prvih 
10 dneh po smrti enaka, nato pa je pričela upadati. V skladu s tem, smo privzeli, da počasno 
linearno odmiranje hondrocitov v naših vzorcih ni vplivalo na rezultate te faze raziskave. 
V četrtem delu raziskave smo pridobili vzorce hrustanca iz artrotičnih kolen. Vzorce smo 
odvzeli iz manj artrotičnega kompartmenta, kjer je bila debelina hrustanca makroskopsko 
ohranjena. Stanje odvzetega hrustanca je bilo kljub temu pri mikroskopski analizi dokaj 
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heterogeno, v nekaterih primerih smo na mikroskopu opazili znake delaminacije in razpada 
vrhnjih slojev hrustanca. Pri analizi viabilnosti na konfokalnem mikroskopu smo sicer močno 
delaminirane rezine izločili in smo štetje živih in mrtvih celic izvedli le pri morfološko bolje 
ohranjenih rezinah, vendar bi lahko opisane razlike pri ohranjenosti integitete hrustančnega 
tkiva pripeljale do različnih učinkov pri izpostavljenosti LA.  
Dodaten možen razlog za heterogenost rezultatov je različen čas od odvzema vzorcev do 
analize na konfokalnem mikroskopu. V tej fazi raziskave smo hrustančne vzorce zbirali pri 
operacijah do dva tedna pred analizo na konfokalnem mikroskopu.  
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8 ZAKLJUČEK 
 
V doktorski disertaciji smo zaključili, da v kliničnem okolju uporaba LA lidokaina za lokalno 
anestezijo pri artroskopijah ne predstavlja nevarnosti za okvaro sklepnega hrustanca. Po 
sklepni aplikaciji LA v koleno se njegova koncentracija hitro zmanjša za približno 50-krat. Pri 
takšni koncentraciji tudi z in vitro preizkusom nismo ugotovili statistično pomembne 
toksičnosti LA. In vivo preizkus pri operacijah za vstavitev kolenske endoproteze prav tako ni 
pokazal toksičnosti enkratne predoperacijske aplikacije LA na sklepni hrustanec kolena. 
Naše ugotovitve so v nasprotju z večino raziskav opravljenih v in vitro razmerah, kjer so 
hrustančno tkivo direktno izpostavljali različnim koncentracijam LA. Rezultati so podobni, kot 
pri raziskavah izvedenih na in vivo živalskih modelih in pri kliničnih študijah o varnosti in 
uspešnosti velikega števila posegov v lokalni sklepni anesteziji. Z veliko verjetnostjo lahko 
potrdimo varnost enkratne aplikacije LA za lokalno sklepno anestezijo pri artroskopiji kolena 
in za enkratno aplikacijo, kot protibolečinsko terapijo pri artrozi kolena. Predvidevamo, da se 
LA najprej razporedi po sklepu in razredči v sklepni tekočini, nato hitro prehaja preko 
sinovialne ovojnice v krvni obtok. S takšnimi procesi se koncentracija aktivne snovi hitro in 
pomembno zmanjša in pade pod prag hondotoksičnosti.  
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10 PRILOGE 
 
10.1 Odobritev Komisije za medicinsko etiko 
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10.2  Obrazec z navodili pacientu pred artroskopijo kolena 
 
 
 
Ortopedska klinika          
     
RAZISKAVA: MERITVE ZNOTRAJSKLEPNE KONCENTRACIJE LOKALNEGA 
ANESTETIKA PRI BOLNIKIH 
 
NAVODILA ZA BOLNIKE PRED ARTROSKOPIJO 
 
Spoštovani! 
Povabljeni ste k sodelovanju pri našem raziskovalnem projektu. Prosimo Vas, da natančno preberete 
pripravljena navodila pred vami. V kolikor bi želeli sodelovati, Vas prosimo, da podpišete priloženo 
izjavo. Če Vam navodila ne dajo zadostnih informacij, ste negotovi, ali pa si le želite dodatnih pojasnil 
Vas vljudno naprošamo, da se obrnete na nas in z veseljem vam bomo odgovorili na vsa vprašanja.  
 
Namen raziskave je ugotoviti morebitne učinke zdravil za lokalno anestezijo na človeški hrustanec v 
kolenskem sklepu. 
 
Potek raziskave: 
 
K sodelovanju v raziskavi ste povabljeni bolniki, ki ste predvideni za operacijski poseg na kolenu z 
artroskopijo zaradi poškodbe ali druge okvare hrustanca in je pri vas predvideno zdravljenje z 
gojenjem hrustančnih celic in kasnejšo vsaditvijo teh celic v kolenski sklep.  
 
Operacijo – artroskopijo bomo izvedli v lokalni anesteziji. 15 minut pred posegom bomo v vaš 
kolenski sklep vbrizgali 10 ml zdravila za lokalno anestezijo - lidokaina, še dodatnih 10 ml pa na 
mesta, kjer je potrebno napraviti odprtine v koži za artroskopski poseg. Med operacijo, ki jo bomo 
izvedli po običajnem postopku, bomo odvzeli majhen košček hrustančnega tkiva za kasnejše gojenje 
celic v laboratoriju, poleg tega pa še vzorec sklepne tekočine in sklepne ovojnice za določitev 
koncentracije zdravila za lokalno anestezijo lidokaina v sklepu. 
 
Ta odvzem ne bo kakorkoli vplival na vaše splošno počutje ali stanje v vašem kolenu.  
 
Za Vaše sodelovanje in pomoč se Vam najlepše zahvaljujemo! 
 
 
Doc.dr. Matej Drobnič, dr. med., spec. ortoped 
glavni in odgovorni raziskovalec Ortopedske klinike 
telefon: 01 522 8274 (ali 4485 vratar) 
e-pošta: matej.drobnic@mf.uni-lj.si 
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10.3 Obrazec z navodili pacientu pred vstavitvijo TEP kolena 
 
 
 
            
   
 
RAZISKAVA: MERITVE IN-VIVO VPLIVA LIDOKAINA NA DEGENERATIVNO 
SPREMENJENI SKLEPNI HRUSTANEC V KOLENU 
 
NAVODILA ZA BOLNIKE PRED VSTAVITVIJO POPOLNE ENDOPROTEZE KOLENA 
Spoštovani! 
Povabljeni ste k sodelovanju pri našem raziskovalnem projektu. Prosimo Vas, da natančno preberete 
pripravljena navodila pred vami. V kolikor bi želeli sodelovati, Vas prosimo, da podpišete priloženo 
izjavo. Če Vam navodila ne dajo zadostnih informacij, ste negotovi, ali pa si le želite dodatnih pojasnil, 
Vas vljudno naprošamo, da se obrnete na nas in z veseljem vam bomo odgovorili na vsa vprašanja.  
 
Namen raziskave je, ugotoviti morebitne učinke zdravil za lokalno anestezijo na človeški hrustanec v 
kolenskem sklepu. 
 
Potek raziskave: 
 
K sodelovanju v raziskavi ste povabljeni bolniki, ki ste predvideni za operacijski poseg na kolenu z 
vstavitvijo popolne kolenske endoproteze (umetnega kolena) zaradi napredovale obrabnostne ali 
druge okvare sklepa.  
 
Operacijo bomo izvedli po običajnem postopku, kot pri vseh bolnikih, v spinalni ali splošni anesteziji. 
Med pripravo na operacijo, bomo v vaš kolenski sklep vbrizgali 10 ml zdravila za lokalno anestezijo - 
lidokaina. Pri vstavitvi endoproteze bomo v kolenu odvzeli majhen košček hrustančnega tkiva, 
sklepne ovojnice in sklepne tekočine za ugotavljanje vpliva zdravila za lokalno anestezijo lidokaina na 
hrustanec in za določitev koncentracije zdravila v sklepu. 
 
Takšno zdravilo tudi sicer pogosto uporabljamo za lajšanje bolečin v sklepih med in po operaciji. Ta 
odvzem ne bo kakorkoli spremenil poteka vaše operacije ali rehabilitacije po vstavitvi kolenske 
endoproteze in ne bo vplival na vaše splošno počutje.  
 
Za Vaše sodelovanje in pomoč se Vam najlepše zahvaljujemo! 
 
 
Klemen Ravnihar, dr. med., spec. ortoped 
Oddelek B2  
Ortopedska bolnišnica Valdoltra 
telefon: 05 6696 180 (ali 161 oddelek) 
e-pošta: klemen.ravnihar@ob-valdoltra.si 
Ortopedska bolnišnica 
Valdoltra 
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10.4 Obrazec za obveščeno privolitev pacienta pred artroskopijo kolena ali 
vstavitvijo TEP kolena 
 
 
OBVEŠČENI PRISTANEK ZA SODELOVANJE V RAZISKAVI 
 
 
 
1. Ime: 2. Datum rojstva: 
 
 
__________________________________  __________________________________ 
 
 
Izjava bolnika: 
 
S podpisom potrjujem, da sem prebral(-a) in razumel(-a) navodila o namenu in poteku  raziskave,  
opisane v navodilih in se strinjam s sodelovanjem v njej. 
 
Sodelovanje v raziskavi je prostovoljno, pri operaciji bodo odvzeti le za moje zdravje nepomembni 
deli tkiva ali tekočine in to ne bo vplivalo na način operacije in drugega mojega zdravljenja.  
 
 
 
Datum:       Podpis bolnika: 
 
 
__________________________________  __________________________________ 
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10.5 Znanstveni članek objavljen v reviji Arthroscopy 
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